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I. Abkirzungsverzeichnis

AIDS Erworbenes Immunschwéche-Syndrom
AMD Altersbedingte Makuladegeneration
APC Antigen-présentierende Zelle

AREDS Age-Related Eye Disease-Study (Studie zu altersbedingten Augenerkrankungen)

ARM Altersbedingte Makulopathie

ARPE Zelllinie adulten retinalen Pigmentepithels
ATP Adenosintriphosphat

BrM Bruch’sche Membran

BRS Blut-Retina-Schranke

BSA Bovines Serumalbumin

°C Grad Celsius

C5 Komplementfaktor 5

CEP Carboxyethylpyrrol

CFH Komplementfaktor H

CNTF Zilidrer neurotrophischer Faktor

CNV Choroidale Neovaskularisation

CMV Cytomegalievirus

co Kontrolle

CO2 Kohlenstoffdioxid

COX Cyclooxygenase

DAMP Damage associated molecular pattern (Schaden-assoziierte molekulare Muster)
DMSO Dimethylsulfoxid



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

dsRNA doppelstrangige Ribonucleinséaure

dt. deutsch

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay (Enzym-gekoppelter Immunadsorptionstest)
FAS-L Fas-Ligand

FCS Fetales Kélberserum

FGF Fibroblasten-Wachstumsfaktor

h Stunde

IFN Interferon

IL Interleukin

IRAK Interleukin-1-Rezeptor-assoziierte Kinase

IRF Interferon-regulierender Faktor

Ko Kontrolle

I Liter

LRR Leucinreiche Wiederholungen

LPS Lipopolysaccharide (Ligand fir TLR 4)

MAL MyD88 adaptor like (MyD88 Adaptor &hnlich)

MCP Monozyten chemo-attraktives Protein

MHC Major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitatskomplex)
MMP Matrixmetalloproteinasen

MRNA messenger ribonucleic acid (Boten-Ribonucleinsdure)
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MTT

NaCl

NADPH

NF«B

NLRP

OCT

OK

p

PAM2CSK4

PAM3CSK4

PAMP

PBS

PCR

PEDF

PE/ST

POLY I:.C

POS

PRR

RPE

RPM

RPMI

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) 2,5 diphenyltetrazoliumbromid
Natriumchlorid
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (Nukle&rer Faktor

‘Kappa-Leichtketten-Erweiterer’ aktivierter B-Zellen)

NACHT, LRR and PYD domains-containing protein (NACHT-, LRR- und PYD-

Doménen-enthaltendes Protein)

Optische Koharenztomographie

Organkultur

probabilitas (Signifikanzwert)

Diacyliertes Pam2CSK4 (Ligand fiir TLR 2/6)
Triacyliertes Pam3CSK4 (Ligand fir TLR 2/1)

Pathogen associated molecular pattern (Pathogen-assoziierte molekulare Muster)
Phosphat-gepufferte Salzlésung
Polymerase-Kettenreaktion

Pigmentepithel-abgeleiteter Faktor
Penicillin/Streptomycin

Polyinosinsdure:Polycytidylséure (Ligand fiir TLR 3)
Photorezeptor-Auliensegmente

Pattern Recognition Receptor (Mustererkennungsrezeptor)
Retinales Pigmentepithel

Rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

Roswell Park Memorial Institute (Eigenname Zellkulturmedium)

VI



RSV Respiratorisches Synzytial-Virus

sICAM Losliches interzellulares Adhasionsmolekiil

TC Tissue culture (Zellkultur)

TEER Transepithelial electrical resistance (Transepithelialer elektrischer Widerstand)
TGF-p Transforming Growth Factor Beta (Umwandelnder Wachstumsfaktor Beta)
TIMP Gewebeinhibitoren von Metalloproteinasen

TIR Toll/Interleukin-1-Rezeptor

TJ Tight Junctions (Schlussleiste)

TLR Toll-like-Rezeptor

TNF Tumornekrosefaktor

TRAF Tumornekrosefaktor-Rezeptor-assoziierter Faktor

TRAM TRIF-bezogenes Adaptermolekdl

TRIF TIR domain containing adaptor inducing interferon (TIR-Doméne-enthaltendes

Adaptor-induzierendes Interferon)
VEGF Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor
VEGF-R Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor-Rezeptor
VSV Vesikuldres Stomatitis-Virus

WARMGS  Wisconsin age-related maculopathie grading system (Einteilungssystem der

altersbedingten Makulopathie nach Wisconsin)

Z0 Zonula occludens
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1. Einleitung

1.1. Altersbedingte Makuladegeneration

1.1.1. Gesellschaftlicher Kontext

Durch den exponentiell zunehmenden demographischen Wandel leiden immer mehr Menschen
in unserer Gesellschaft an altersabhangigen Erkrankungen wie der altershedingten
Makuladegeneration (AMD) (Zhao et al. 2019). Deshalb werden die Ausgaben in der
Augenheilkunde vor allem durch die neuen Therapieoptionen der AMD in den nachsten Jahren
immer weiter steigen (Ambati et al. 2013; Schrader 2006). In einer globalen Studie wurde
abgeschatzt, dass im Jahre 2020 weltweit etwa 196 Millionen Menschen von der AMD
betroffen sind, mit einem voraussichtlichen Anstieg auf 288 Millionen Menschen im Jahre 2040
(Wong et al. 2014). Insgesamt sei die AMD mit Kosten von insgesamt 343 Milliarden US $ flr
das weltweite Gesundheitswesen verbunden (AMD Alliance International 2010). In
Deutschland sind derzeit etwa 7,5 Millionen Menschen von einer Form der AMD betroffen,
wobei bereits bei 20 % der Uber 65-Jahrigen und 35 % der Uber 75-Jahrigen die Frihform
festzustellen ist und sich etwa 1 % der 65-Jahrigen und 5 % der Uber 75-Jahrigen schon im
Endstadium befinden (Korb et al. 2014). Symptome der Erkrankung sind ein grauer Schatten
in Blickrichtung, das sogenannte ,,Zentralskotom®, und im Falle von Netzhautddemen eine
Verzerrung der betrachteten Objekte, sogenannte ,,Metamorphopsien®, die mit dem Amsler-
Gitter bereits frih diagnostiziert werden kénnen (Grehn, 2019). Fir den Alltag des Patienten
kann dies eine herabgesetzte Lesefdhigkeit, schlechtere Gesichtserkennung und
Fahrunttchtigkeit bedeuten (Ambati 2013). Im ungunstigen Verlauf kann auch der komplette
Sehverlust eintreten. Mit einem Anteil von 50 % und einer Inzidenz von 5000 Neuerkrankten
pro Jahr stellt die AMD die hdufigste Ursache fir Erblindung dar, die nach deutschen Kriterien
durch einen Visus von unter 0,02 definiert wird (Korb et al. 2014). Dabei ist von groRer
Bedeutung, dass dem Sehvermdgen ein hoher Wert an Lebensqualitat zugeschrieben wird. Ein
MaR dafur ist die Time-Trade-Off-Methode, nach der Patienten mit einem Visus von 0,67-0,4
auf 19 %, diejenigen mit einem Visus von 0,1-0,05 auf 48 % und Blinde sogar auf 60 % ihrer
Lebenszeit verzichten wirden, wenn sie dafur eine Technologie erhielten, die ihnen bis zum
Lebensende ein 100 %iges Sehvermdégen ermdglichte. Die ermittelten Werte des durch den
Sehverlust erlebten Leidensdrucks wurden mit denen von anderen Krankheitsbildern
verglichen. Es ergab sich, dass die AMD-Patienten im Anfangsstadium schon dhnlich unter den

Seheinschrankungen litten wie Patienten mit Kolonkarzinom unter Chemotherapie, spater im



Krankheitsverlauf wie Aids-Patienten unter opportunistischen Erkrankungen und im
Endstadium wie unter den Folgen eines schweren Schlaganfalls (Knauer und Pfeiffer 2008).
Dabei kommt erschwerend hinzu, dass der alternde Mensch ohnehin sehr vulnerabel ist. So
konnen die fehlenden Seheindriicke beispielsweise zusatzlich noch eine Verschlechterung der
kognitiven Leistungsfahigkeit herbeifiihren (Harrabi et al. 2015). Aus den wenigen
Behandlungsoptionen und dem noch unvollstandigen Verstandnis der Pathogenese resultiert
die Notwendigkeit, tiefere Einblicke in das Erkrankungsgeschehen zu erlangen und daraus
bestenfalls Heilungskonzepte zu entwickeln, die schon frihzeitig ansetzen und dem Patienten
eine lange Teilhabe mit uneingeschrénkter Lebensqualitiat erméglichen kénnen. Dies soll die

Grundlage fir diese Arbeit sein.

1.1.2. Anatomische Grundlagen

Der lichtempfindliche Teil der Retina wird als Pars optica retinae bezeichnet und besteht aus
zwei evolutiondr unterschiedlich entwickelten Schichten, die locker aufeinanderliegen und
durch den Augeninnendruck und die Pumpleistung des retinalen Pigmentepithels (RPE)
zusammengehalten werden. Das &uRere Blatt, das Stratum pigmentosum, wird durch das RPE
reprasentiert, wéhrend sich das innere Blatt, das Stratum nervosum, aus einem Komplex aus
Photorezeptoren, Interneuronen und Gliazellen zusammensetzt (Abb. 1) (Schiinke et al., 2012).
Innerhalb der temporalen GeféRarkaden am hinteren Pol befindet sich ein rundes Gebiet,
welches aufgrund der hohen Konzentrationen an gelben Xanthophyll-Karotin-Pigmenten wie
Lutein und Zeaxanthin den Namen Macula lutea (dt. gelber Fleck) erhalten hat (Kanski, 2012).
Die Makula enthdlt die Fovea centralis, den Ort des schérfsten Sehens, durch den die optische
Achse verlauft. Hier befindet sich durch Verlagerung der inneren Retina-Schichten an den Rand
eine trichterférmige Einstilpung in der Netzhaut, sodass das einfallende Licht im Zentrum der
Fovea centralis, der sogenannten Foveola, beinahe direkt auf die Photorezeptoren treffen kann.
Bei den Photorezeptoren handelt es sich um spezialisierte Neurone, die Licht in biochemische
Signale umwandeln kénnen (Ambati et al. 2013). Die Lichtsignale werden lber komplexe
Verschaltungen mit weiteren Neuronen verarbeitet und tGber den Nervus opticus schlieRlich an
das Gehirn weitergeleitet. Es wird bei den Photorezeptoren zwischen Stdbchen- und
Zapfenzellen unterschieden. In der Fovea finden sich fast ausschlielflich dicht gepackte
Zapfenzellen, die lediglich per Diffusion liber die Bruch’sche Membran (BrM) von der
Choriokapillaris versorgt werden. Dies steht im Gegensatz zur &ufleren Makula und der
umliegenden Retina, wo das Verhaltnis der Stabchenzellen wieder zunimmt und die Aste der

Arteria centralis retinae die duBeren Schichten der Retina mitversorgen (Lillmann-Rauch



2012). Wahrend die etwa 120 Mio. Stadbchenzellen mit ihrer hohen Lichtempfindlichkeit vor
allem auf das Sehen bei Dunkelheit spezialisiert sind, zeichnen sich die etwa 6 Mio.
Zapfenzellen durch ihre hohe Auflésungsféhigkeit aus und sind damit vor allem fir das
Erkennen von Farb- und Helligkeitsunterschieden am Tage zustidndig. Dabei teilen sich die
Photorezeptoren in zwei Segmente auf, die lediglich Uber ein Zilium miteinander verbunden
sind, durch welches der gesamte Stofftransport erfolgt. Wéhrend das Innensegment vor allem
die metabolischen Aufgaben der Zelle erfullt, sind die AuBensegmente fiir die Lichtreaktion
verantwortlich. Die AulRensegmente werden von den Photorezeptoren selbst erneuert und
enthalten das lichtempfindliche Sehpigment Rhodopsin (Opsin und Retinal), welches in
Biomembranen eingebaut ist. Die Membranscheibchen werden proximal abgeworfen und

schlieBlich vom RPE phagozytiert und abgebaut (Lullmann-Rauch 2012).

Funktioneller Komplex:

Choriokapillaris
Bruch’sche Membran (BrM)

Stratum pigmentosum =
Pigmentepithelschicht (RPE)

Neuroretina:

1) Schicht der Stabchen und Zapfen

2) Stratum limitans externum =
Aufere Grenzschicht

3) Stratum nucleare externum =
Aufere Kornerschicht

4) Stratum plexiforme externum =
Aupere plexiforme Schicht

5) Stratum nucleare internum =
Innere Kérnerschicht

6) Stratum plexiforme internum =
Innere plexiforme Schicht

7) Stratum ganglionicum =
Ganglienzellschicht

8) Stratum neurofibrarum =
Nervenfaserschicht

9) Stratum limitans internum =
Innere Grenzschicht

Abbildung 1.: Histologischer Schnitt durch die Retina eines enukleierten menschlichen Bulbus in HE-
Farbung. Fixationsbedingt hat sich die Neuroretina vom Pigmentepithel abgel6st. (Foto: Laura
Terheyden, mit freundlicher Genehmigung von Herrn Prof. Roider, Direktor der
Universitatsaugenklinik Kiel, Bezeichnungen nach Lillmann-Rauch 2012)

Das RPE bildet mit der BrM und der Choriokapillaris eine funktionelle Einheit (Abb. 1), deren
feine Abstimmung der einzelnen Partner essentiell fir den intakten Sehvorgang und bei der
AMD beeintrachtigt ist (Bhutto und Lutty 2012; Klettner et al. 2015).
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Bei der Choriokapillaris handelt es sich um ein flaches, sehr dichtes Kapillarbett, dessen
Basallaminae die Unterseite der BrM bilden. Die Kapillaren sind hier weitlumig und gefenstert,
damit die Nahrstoffe optimal in Richtung der Retina hindurchdiffundieren kdnnen (Lullmann-
Rauch 2012). Zu beachten ist, dass die Choroidea durch ihren hohen Blutfluss das am besten
perfundierte Gewebe des menschlichen Korpers darstellt (Curcio et al. 2010). Dies dient neben
dem gesteigerten Stoffwechselproduktransport auch dem Herunterkiihlen der durch das

absorbierte Licht erhitzten retinalen Strukturen (Parver et al. 1980).

Die BrM bildet als extrazelludre Matrix eine ebene Unterlage fir die RPE-Zellen und
gleichzeitig auch die AulRenwand der Choriokapillaris, durch die Nahrstoffe aus dem Blut zur
Retina hindurchdiffundieren kénnen. Eingerahmt durch die beiden jeweiligen Basallaminae,
enthélt sie ein zentrales Netz aus elastischen Fasern, welches von auBen und innen von
Kollagenfibrillen umspannt wird (Ldllmann-Rauch 2012). Die Aufrechterhaltung der
Elastizitit und  Permeabilitdt wird durch ein reges Zusammenspiel aus
Matrixmetalloproteinasen (MMP) und Tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP)
gewadhrleistet. Im Alter kommt es jedoch durch ein zunehmendes Ungleichgewicht der Aktivitét
der beiden Enzyme zu einem verminderten Umsatz und einer daraus resultierenden Verdickung
der Membran. Diese wird zusétzlich durch die Ablagerungen von Lipoproteinen und Amyloid
in der Basallamina des RPE gefordert, die sich schlielflich Gber die Zeit zu Drusen entwickeln
kénnen (Miller 2013). Mit der zunehmenden Verdickung fallt jedoch die Diffusion kleinerer
I6slicher Substanzen (ber die BrM immer schwerer, was zu einem zunehmenden Untergang

der zu versorgenden Strukturen in der Retina fihren kann (Hillenkamp et al. 2004).

Das RPE ist eine Einzelzellschicht aus kubischen Zellen mit einem hohen Melanosomengehalt.
Wéhrend die RPE-Zellen basal fest mit der BrM verbunden sind, umfassen sie apikal locker
mit thren Mikrovilli die Photorezeptor-Aufliensegmente. Das in den Melanosomen enthaltene
Pigment Melanin bewahrt die Photorezeptoren vor Streulicht (Lullmann-Rauch 2012). Es
handelt sich bei den RPE-Zellen um hochpolarisierte Zellen, die basal und apikal
unterschiedliche Funktionen austiben konnen (Klettner et al. 2015). Die Polaritat und
Barrierefunktion wird durch die enge apikale Verschnirung der Interzellularrdume Uber die
Tight Junctions (TJ) erreicht, die daftir sorgen, dass jegliche Substanz die RPE-Zelle selbst
passieren muss, bevor sie aus dem Blut an die Photorezeptoren gelangt und umgekehrt
(Campbell und Humphries 2012). Der transepitheliale Transport wird durch die hohe apikale
Ausstattung mit Natrium-Kalium-ATPasen aufgebaut, welche einen starken Gradienten tber
dem Epithel aufbauen. Dadurch kénnen wichtige N&hrstoffe wie Vitamin A und Glucose tber
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das Epithel zu den Photorezpetoren transportiert und deren Abfallstoffe wieder an das Blut
abgegeben werden. Der spannungsabhangige lonentransport sorgt fiir die Erregbarkeit der
Photorezeptoren und Wasser wird aus dem subretinalen Raum gepumpt, was die Anheftung der
beiden Gewebe gewéhrleistet (Strauss 2005). Zudem ist das RPE beim Sehzyklus aktiv an der
Umwandlung von all-trans-Retinol in das lichtempfindliche 11-cis-Retinal beteiligt (Strauss
2005). Daruber hinaus sezerniert das RPE aktiv Proteine mit protektiven Eigenschaften fiir die
Photorezeptoren und die Choriokapillaris. Wahrend Faktoren wie der Fibroblast Growth
Factor (FGF) und der Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) vor allem nach Zellschéden
ausgeschittet werden, werden der Pigment-epithelium Derived Factor (PEDF) und der
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) konstitutiv exprimiert (Strauss 2005; Klettner et
al. 2015). Es ist auRerdem auch aktiv an der Immunabwehr beteiligt, was in Abschnitt 1.1.5.
naher ausgefiihrt wird (Klettner, 2015).

1.1.3. Klinische Prasentation der AMD

Nach der internationalen Klassifikation, dem Wisconsin Age-Related Maculopathie Grading
System (WARMGS), zeigen sich die ersten Anzeichen der Erkrankung durch die Entstehung
sogenannter Drusen, die bereits in der funduskopischen Untersuchung am Augenhintergrund
imponieren. Diese werden meist von Hypo- oder Hyperpigmentierungen begleitet, wobei bisher
nur die Hyperpigmentierungen als negative Prognosemarker herangezogen werden (Abalem et
al. 2019). Dieser Zustand wird zunéchst noch als friihe Age Related Maculopathy (ARM)
definiert. Bei den Drusen handelt es sich um weil3-gelbliche extrazellulare Ablagerungen
hyalinen Materials zwischen RPE und BrM. Sie werden in ,harte und ,,weiche* Drusen
eingeteilt (Grehn, 2019). Wahrend die kleinen, harten Drusen meist nicht-pathologische
altersbedingte Veranderungen darstellen, werden die unscharf begrenzten deutlich gréReren
weichen Drusen mit dem Risiko des Fortschreitens der AMD zu den spéaten Formen in
Verbindung gebracht, was im Falle des Verschmelzens zu weitflachigen Ablésungen des RPE
fuhren kann (Miller 2013). Neben harten und weichen Drusen ist die AMD auch mit retikuldren
Drusen, netzartigen gelblichen Verflechtungen im subretinalen Raum assoziiert, die wesentlich
mit den fortgeschritteneren Stadien der AMD verknupft sind und eine gliale und monozytare
Beteiligung aufweisen (Rabiolo et al. 2017). Die Zusammensetzung der Drusen aus vor allem
Apolipoproteinen, Vitronektin, Komplementfaktoren und peroxidierten Lipiden spricht dartber
hinaus fur ein immungesteuertes Geschehen (Crabb 2014; Curcio et al. 2010; Curcio et al. 2011;
Hageman et al. 2001). Insgesamt stéren die Drusen die Integritat des funktionellen Komplexes

aus Netzhaut, BrM und Choriokapillaris, welcher, wie im voherigen Unterkapitel bereits



erwéhnt, notwendig fir den intakten Sehvorgang ist (Bhutto und Lutty 2012). Ist der
funktionelle Komplex an einer Stelle beeintréchtigt, wird dieser Zustand schliel3lich als spate
AMD bezeichnet und ist durch eine atrophische oder neovaskuldre Makuladegeneration
gekennzeichnet (Bhutto und Lutty 2012). Diese beiden Endstadien bilden die Grundlage fur die

Einteilung der AMD in eine trockene und eine feuchte Form.

Die feuchte Form der AMD ist mit 10 % die seltenere Form, schreitet jedoch in den meisten
Fallen wesentlich schneller fort. Die Ursache liegt in einem Verlust der choriokapillaren
Gefalie, beispielsweise durch Stenosierung oder Entziundungsreize, was eine Gewebehypoxie
herbeifiihrt und die Entstehung von Drusen befordert (Bhutto und Lutty 2012). Infolge der
verminderten Durchblutung wird VEGF vom RPE freigesetzt, welches das Hindurchwachsen
choroidaler GefaRschlingen stimuliert, um wieder mehr Sauerstoff in das Gewebe zu bringen.
Da diese GeféRneubildungen, die auch als choroidale Neovaskularisationen (CNV) bezeichnet
werden, sehr instabil sind, konnen sie groRflachige Einblutungen und serdse
Netzhautablésungen verursachen, die spéter als fibrovaskulare Membranen imponieren und im
Endstadium zu einer scheibenférmigen fibrosen Narbe flihren kdnnen. Diese wurde in
Begleitung von kranzférmig angeordneten Lipidexsudationen im alten Sprachgebrauch als
Junius-Kuhnt-Makulopathie bezeichnet. Die pathologischen Gefélneubildungen kodnnen
optimal mithilfe der Fluoreszenzangiographie zur Darstellung gebracht werden (Grehn, 2019).
Bei der feuchten Form der AMD kam der entscheidende Durchbruch fir eine wirksame
Therapie mit der Entdeckung des VEGF-A als auslésendem Faktor fiir die CNV. Flr diesen
Faktor wurden spezielle Inhibitoren entwickelt, die durch regelmagige intravitreale Applikation
zu einer signifikanten Rickbildung der CNV und damit Erhaltung und Verbesserung des
Sehvermogens fuhren (Miller et al. 2013). Bei den Inhibitoren handelt es sich um Biologicals,
d.h. rekombinant hergestellte Antikorper/-fragmente, bzw. Fusionsproteine, welche die
Interaktion zwischen VEGF-A und seinen retinalen Rezeptoren (VEGF-R-1 und 2) verhindern
(Klettner, 2014). Die derzeit fiir die Behandlung der AMD in Europa und den USA
zugelassenen Medikamente sind Ranibizumab (Lucentis®) und Aflibercept (Eylea®), die eine
vergleichbare Wirksamkeit zeigen, wobei Aflibercept seltener verabreicht werden muss und bei
speziellen Indikationen vorzuziehen ist (Heier et al. 2012; Park et al. 2017; Zhang et al. 2017).
Bevazizumab (Avastin®) ist offiziell zwar fiir onkologische Indikationen zugelassen, wird
jedoch aufgrund der deutlich niedrigeren Kosten, hohen Verfligbarkeit und in der CATT- und
IVAN-Studie gezeigten gleichwertigen Wirksamkeit zu Ranibizumab auch bei der AMD im



off-label-use eingesetzt (Solomon et al. 2016). Damit sind die VEGF-Inhibitoren derzeit der
Gold-Standard in der Behandlung der feuchten Form der AMD.

Die mit 85-90 % wesentlich héufiger auftretende trockene Form zeichnet sich durch eine
langsam fortschreitende Degeneration der Photorezeptoren durch eine Uberlastung des
retinalen Pigmentepithels und konsekutive Akkumulation von Stoffwechselprodukten in Form
von Drusen im Alter aus (Abb. 2a) (Grehn, 2019). Die Verédnderungen miinden schliefRlich in
die Bildung eines atrophischen Areals, in dem bereits die groReren Aderhautgefalle zu sehen
sein konnen, welches als geographische Atrophie bezeichnet wird. Am besten kénnen diese
Areale in der Autofluoreszenz-Bildgebung dargestellt werden, da hier das RPE, das
normalerweise autofluoreszierendes Lipofuszin enthalt, untergeht und die zurtickbleibende
Stelle dadurch hypofluoreszent imponiert (Abb. 2b) (Ly et al. 2017).

Abbildung 2: Untersuchungen des rechten Auges einer 79-jahrigen Kieler Patientin mit
geographischer Atrophie bei trockener AMD. a) Funduskopisches Bild mit Drusen (1) und
geographischer Atrophie (2) im Bereich der Makula, b) Autofluoreszenz-Fundus mit groRflachigem
hypofluoreszentem Atrophieareal, ¢) OCT-Fundus mit Angabe der Position des Netzhautanschnittes
durch grinen Pfeil, d) OCT der Makula auf Hohe der Fovea centralis mit zahlreichen Drusen (1)
zwischen BrM und RPE und choroidaler Schallverstarkung (2) durch Pigmentepithelatrophie (aus
dem Bildarchiv der Universitatsaugenklinik Kiel, mit freundlicher Genehmigung der Verwendung des
Bildmaterials durch den Direktor Herrn Prof. Roider).



In der optischen Kohérenztomographie (OCT) (Abb. 2c und d) kénnen die Drusen im Anschnitt
durch die Makula sehr gut dargestellt werden. AufRerdem tritt im Bereich von Atrophiearealen
eine choroidale Schallverstarkung auf, die durch den Verlust von Licht absorbierendem
Pigment und die Verdunnung der &ulleren Netzhautschichten, einschlielich der &uReren
Kaornerschicht, erkléarbar ist (Schmitz-Valckenberg et al. 2014).

Fur die trockene AMD gibt es derzeit noch keine wirksame Therapie (Nebbioso et al. 2019).
Ein Therapieansatz wurde in der Age-Related Eye Disease-Study (AREDS) mit einem
Ernahrungskonzept aus unterschiedlichen antioxidativen Bestandteilen entwickelt, bei denen es
sich um eine Kombination aus Vitamin C und E, Betakarotin und Zink handelt, die den
Patienten von der Entwicklung hinweisender AMD-spezifischer Veranderungen an verabreicht
wurde. Es zeigte sich, dass diese Therapie das Risiko des Ubergangs in die fortgeschrittene
AMD bei 25 % der Patienten uber einen Zeitraum von 10 Jahren signifikant reduzieren konnte,
wobei jedoch am ehesten das Fortschreiten in die neovaskuldre Form verhindert werden konnte
(Chew et al. 2013). Da bei Rauchern mit der Einnahme von Betakarotin ein erhéhtes Risiko fiir
Lungenkrebs nachgewiesen wurde, empfiehlt es sich, dieses besonders bei den betreffenden
Patienten durch Lutein und Zeaxanthin zu ersetzen (Omenn et al. 1996; Chew et al. 2014). Die
Gabe von Omega-3-Fettsauren erwies sich ebenfalls als vorteilhaft fur ein langsameres
Fortschreiten der AMD, sowohl fir die Entwicklung der geographischen Atrophie als auch der
CNV (SanGiovanni et al. 2009). Da die Nahrungserganzung nur bei 25 % der Patienten tber
einen langeren Zeitraum zu einer Verlangsamung des Fortschreitens und einer Verbesserung
der Sehscharfe fuhrte, wird diese besonders Patienten mit intermedidrer oder fortgeschrittener
AMD empfohlen, ist jedoch als alleinige Behandlung der AMD nicht ausreichend und sollte
nur als Erganzung betrachtet werden.

Aus diesem bedenklichen Mangel an Therapiemoglichkeiten ergibt sich die zunehmende
Relevanz, die zugrunde liegenden Pathomechanismen der Entstehung der geographischen
Atrophie immer besser zu verstehen und im besten Falle ein Zielprotein &hnlich dem VEGF-A
zu extrahieren, welches als therapeutischer Angriffspunkt dienen kann. Diesbeziiglich befinden
sich derzeit bereits zahlreiche Medikamente in der klinischen Erprobung, welche vor allem in
die Komplementkaskade, die inflammatorischen und oxidativen Mechanismen, den Sehzyklus
oder die choroidale Perfusion eingreifen sollen (Hanus et al. 2016). Ebenso sind
neuroprotektive Faktoren derzeit von zentralem Interesse (Nebbioso et al. 2019). Als besonders
erfolgsversprechend konnte sich die Stammzelltherapie erwiesen, bei der zugrunde gehende

RPE-Zellen durch humane embryonale oder induzierte pluripotente Stammzellen ersetzt



werden und zur Regeneration der Photorezeptoren beitragen kénnen (Hanus et al. 2016).
Uberdies gehort die Gentherapie zum aktuellen Bestand der Forschung, um die Risiken der
intravitrealen Injektionen zu minimieren. Hierbei sollen Genabschnitte tber spezielle VVektoren
in das Auge injiziert werden, um die Therapeutika autolog herstellen zu lassen (Moore et al.
2017).

Aus dieser Vielfalt an Angriffspunkten ergibt sich die Tendenz, den Patienten in Zukunft sehr
individuelle Therapiekonzepte zukommen lassen zu konnen, wobei jedoch auch die
Realisierbarkeit wegen der Kostenfrage bei einer solch haufig auftretenden Volkserkrankung

bedacht werden muss.

1.1.4. Atiologie der AMD

Die AMD ist eine multifaktorielle, genetisch komplexe Erkrankung, deren zugrunde liegende
Mechanismen noch nicht abschlieRend geklart sind.

Das Alter ist mit Abstand der grofte Risikofaktor fur die Entwicklung einer AMD (Fritsche et
al. 2014). Da die Retina fiir den Energieumsatz beim Sehzyklus den héchsten Sauerstoffbedarf
im Kdorper aufweist, ist sie viel oxidativem Stress ausgesetzt. Durch die abnehmende Effizienz
im Abbau der Photorezeptor-AulRensegmente im alternden RPE entsteht Lipofuszin als
Ablagerungsprodukt, welches durch Lichtanregung reaktive Sauerstoffspezies freisetzen kann
(Sparrow und Boulton 2005; Beatty et al. 2000). Dies kann an diesen Stellen im Korper die
Bedingungen fiir chronische Entziindungszustande schaffen, die allgemein auch bei anderen
modernen chronischen Alterserkrankungen wie dem Diabetes mellitus oder der Atherosklerose
zu finden sind (Curcio, 2010).

Medzhitov beschreibt diese reaktive Immunantwort des Korpers auf Alterungsvorgange im
Gewebe, die als Zustand zwischen basaler Homoostase und akuter Inflammation einzuordnen
ist, als Para-Inflammation. Anders als bei der klassischen Inflammation, die vor allem durch
eine Infektion oder Gewebeverletzung ausgeldst wird, findet die Para-Inflammation bereits bei
endogenem Gewebestress oder einer Gewebefehlfunktion statt, um die Gewebehomd@ostase und
seine Funktionalitat aufrechtzuerhalten (Medzhitov 2008). Hier werden unter anderem mRNA
nekrotischer Zellen oder modifizierte Lipide frei, die von Pattern Recognition Receptors (PRR)
wie den Toll-like-Rezeptoren (TLR) erkannt werden. Diese wiederum l6sen vor allem im RPE
inflammatorische Mechanismen wie die Sekretion von Komplementfaktoren und Zytokinen,
die Aktivierung von Mikroglia und eine héhere Durchléssigkeit der Blut-Retina-Schranke aus.
Besteht dieser Zustand durch die natlrlichen Alterungsprozesse jedoch fir eine langere Zeit,
entsteht eine dauerhafte niedrigschwellige Inflammation, die im Laufe der Zeit fur die AMD-
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typischen Veranderungen verantwortlich sein kénnte. Dieser Verlauf kann in der Pathogenese
der AMD durch Genpolymorphismen im Komplement, Umweltfaktoren wie dem Rauchen oder
auch chronische Infektionen mit beispielsweise Herpesviren oder Chlamydien noch begunstigt,
verstéarkt und beschleunigt werden (Forrester und Xu 2012).

Fur die Auspragung der pathologischen Veranderungen spielt die genetische Suszeptibilitat
eine wichtige Rolle. In Familien- und Zwillingsstudien konnte gezeigt werden, dass die Gene
einen Einfluss von 46 bis zu 71 % flr das Auftreten der Erkrankung haben (Seddon et al.
2005a). Die stéarkste Evidenz fiir eine erhohte AMD-Anfalligkeit wurde auf der chromosomalen
Region 1931 gefunden (Cameron et al. 2007). Dieser Genlocus kodiert den Komplementfaktor
H (CFH), der im Falle einer Variante im Allel Y402H einen bedeutenden Risikofaktor fir die
Entstehung der AMD darstellt (Klein et al. 2005). Im européischen Raum tragen mindestens
30 % der Bevolkerung eine Kopie dieses Risikoallels (Sofat et al. 2012). Als zweiter
wesentlicher genetischer Risikofaktor wurde der Lokus LOC 387715 auf dem Gen 10926
identifiziert, bei dem ein starker Zusammenhang des Auftretens der AMD bei gleichzeitiger
Raucheranamnese festgestellt werden konnte (Rivera et al. 2005, Schmidt et al. 2006).
Genetische Untersuchungen der TLR ergaben eine Assoziation zwischen dem erhéhten Risiko
flr die Entwicklung einer AMD und der Genvariante rs4986790 des TLR 4 in der europaischen
Bevolkerung und neuerdings auch einen Zusammenhang zwischen der Variante rs5743708 des
TLR 2 in der tlrkischen Bevolkerung (Zareparsi et al. 2005; Giiven et al. 2016). Weiterhin
wurde die Assoziation zwischen der Variante rs3775291 des TLR 3 und der Entwicklung einer
AMD gefunden, konnte allerdings bisher nur fiir die europaische Bevolkerung nachgewiesen

werden, nicht jedoch fiir die asiatische Bevolkerung (Ma et al. 2016).

1.1.5. Immunregulation der Retina

Entwicklungsgeschichtlich geht die Retina aus dem neuroektodermalen Augenbecher hervor
(Ldllmann-Rauch 2012). Dementsprechend ist sie wie das Gehirn eine immunpriviligierte
Zone. Dieses 1961 von P. B. Medawar im Rahmen seiner Transplantationsforschungen
entdeckte Ph&nomen besagt, dass an gewissen Stellen im Korper wie dem hier betrachteten
Auge Uber eine Reihe von fein austarierten Mechanismen eine Toleranz gegentiber fremden
Antigenen generiert wird, sodass beispielsweise Transplantate nicht abgestof’en werden
(Streilein 1995; Medawar 1961). Darlber hinaus schiitzt das Immunprivileg die retinalen
Strukturen vor den schéadlichen Auswirkungen einer Immunantwort, da es sich bei diesen um

nicht-regenerationsfahige Elemente handelt. Dabei sind als die drei wesentlichen Mechanismen
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die fehlende Lymphdrainage, die Blut-Retina-Schranke und die aktive immunsuppressive

Beteiligung des RPE zu nennen.

Die Blut-Retina-Schranke (BRS) besteht aus einer inneren und einer duReren Komponente.
Wéhrend die innere BRS &hnlich zur Blut-Hirn-Schranke durch das Endothel der retinalen
BlutgefaRe gebildet wird, formt das RPE die duBere BRS und reguliert den Ubergang von
Flussigkeiten und Nahrstoffen von der Choroidea in den subretinalen Raum und verhindert das

Eindringen von Immunzellen (Abb. 3).

| Bipolare Zellen

| Ganglionzelle |
Retinales Endothel

| Photorezeptoren |
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|Bruch'scheMembran |
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Abbildung 3: Blut-Retina-Schranke. Diese setzt sich aus einer duBeren Komponente, den Tight
Junctions zwischen den RPE-Zellen, und einer inneren Komponente, den Tight Junctions der
intraretinalen Gefalle, zusammen. Modifiziert nach. ,, Good news-bad news: The Yin and Yang of
immune privilege in the eye” (Forrester und Xu 2012)

Diese selektive Diffusion von Molekilen wird vor allem durch die TJ ermdglicht, die essenziell
fur die Aufrechterhaltung der retinalen Homgostase sind (Campbell and Humphries, 2012). Bei
den 1963 elektronenmikroskopisch entdeckten TJ handelt es sich um Verschlusskontakte,
welche die benachbarten Plasmamembranen am apikalen Zellpol miteinander verknipfen und
damit einerseits die parazelluldre Diffusion steuern kdnnen und andererseits die apikal-basale
Polaritat der Zellen aufrechterhalten (Farquhar und Palade 1963, Shin et al. 2006). Sie sind in
erster Linie aus den Transmembranproteinen Occludin und Claudin sowie den
Adaptorproteinen Zonula occludens-1, -2 und -3 (ZO-1, -2 und -3), die sie mit dem Zytoskelett
verknlpfen, zusammengesetzt (Naylor et al. 2019). Ein Mal? fr den parazelluldren lonenstrom

ist der transepitheliale elektrische Widerstand (Transepithelial Electrical Resistance; TEER)
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(Rizzolo 2007). In einer Studie wurde herausgefunden, dass eine Uberexpression von Occludin
in MDCK Il Zellen von Huhnern zu einem Anstieg des TEER und konsekutiv zu einer
verringerten parazelluldren Permeabilitat fihrt (Feldman et al. 2005, Naylor et al. 2019). Die
Dynamik der TJ legt nahe, dass die BRS keinen festen Schutzwall bildet und sich tber die
Erhéhung der Permeabilitidt den Bedurfnissen der Retina anpassen kann (Rizzolo 2007). Dies
kann auch die Gefahr bergen, zu gewissen Pathologien beizutragen. So tragen Veranderungen
in der Integritat der &ulReren BRS entscheidend zur Entstehung der AMD bei (Cunha-Vaz,
2011). In einer Studie wurde entdeckt, dass Interferon-y (IFN-y) in Kombination mit
Lipopolysacchariden (LPS) einen Abfall des TEER induziert, was zusatzlich durch den Tumor
Necrosis Factor-o (TNF-0) potenziert wird und fir ein Auflockern der Barriere unter
Inflammation spricht (Zech et al. 1998). Makrophagen und dendritische Zellen befinden sich
normalerweise in der Choroidea. Bei einem Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke kénnen

sie jedoch in die Retina einwandern und dort die Krankheit beeinflussen (Ambati, 2013).

Weiterhin ist das RPE Uber mehrere Mechanismen auch aktiv an der Aufrechterhaltung des
Immunprivilegs beteiligt. Im Wesentlichen besteht seine Aufgabe darin, das adaptive
Immunsystem, also die Aktivierung und Einwanderung von Lymphozyten und Antikdrpern in
die Retina, zu unterdriicken und (iber angeborene Immunmechanismen wie den Mikroglia, TLR
und dem Komplementsystem das Gewebe gegeniiber schadlichen Stimuli zu schiitzen und zu
verteidigen (Klettner, 2015). Die Immunsuppresion geschieht vor allem (ber die aktive
Sekretion 16slicher Faktoren wie den Transforming Growth Factor (TGF-B), Somatostatin,
Thrombospondin und Pigment Epithelium Derived Factor (PEDF) (Zamiri et al. 2005). Es
konnte sogar gezeigt werden, dass das RPE auch direkt mit T-Zellen interagieren kann, indem
es unter pro-inflammatorischer Stimulation mit IFN-y die Expression des Major
Histocompatibility Complexes (MHC) vom Typ | und Il hochreguliert und dartber selbst als
Antigene Presenting Cell (APC) Antigene prasentieren kann (Percopo et al. 1990). Allerdings
verhindert das Milieu aus 16slichen Faktoren eine Aktivierung der T-Zellen, die vielmehr in die
Apoptose oder einen anergischen Zustand gedrangt oder vor allem Uber TGF-B zu
regulatorischen T-Zellen transformiert werden (Klettner, 2015). Es kann jedoch Gber PRR wie
den TLR und dem NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3-Inflammasome
(NLRP3-Inflammasom) auch pro-inflammatorisch reagieren, was in den Abschnitten 1.1.6. und

1.1.7. noch néher ausgefihrt wird.
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1.1.6. Toll-like-Rezeptoren

Der Nachweis von TLR in Drosophila im Jahre 1996 und in der Folge auch im Menschen war
eine herausragende Entdeckung, fir die Hoffmann, Beutler und Steinman 2011 den Nobelpreis
der Physiologie und Medizin erhielten (Braunstein et al. 2018). Wahrend das Toll-Protein
zunachst fur die Differenzierung des Drosophila-Embryos in seine ventralen und dorsalen
Strukturen bekannt war, zeigte sich aul3erdem, dass der Toll-Signalweg ebenfalls der Ausléser
der antimykotischen Immunantwort in Drosophila war (Morisato und Anderson 1994; Lemaitre
et al. 1996). Im Jahre 1997 konnte der Toll-Signalweg auch im menschlichen Genom
nachgewiesen werden, der Uber den Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated
B-cells-Pathway (NFxB-Signalweg) sowohl (iber die Zytokine Interleukin (IL)-1, -6 und -8 eine
direkte pro-inflammatorische Antwort initiierte als auch tber den Faktor B7 das adaptive
Immunsystem zu aktivieren schien (Medzhitov et al. 1997). Da diese Immunantwort durch die
Bindung gewisser Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPS) ausgeldst wird, werden
sie zur Familie der PRR gezéhlt. Eine neuere Erkenntnis ist, dass die TLR auch auf Stérungen
der Homoostase in Form von endogenen Liganden wie beispielsweise oxidierten Lipiden oder
Lipoproteinen reagieren kénnen, die vor allem bei zellularem Stress und nekrotischem Zelltod
freigesetzt werden und als Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPS) bezeichnet
werden (Mulfaul et al. 2018). Die PRR sind Teil unseres unter dem evolutionaren selektiven
Druck entwickelten angeborenen Immunsystems. Fir diese erfolgreiche evolutionére
Entwicklung spielten die zwei folgenden Faktoren eine wichtige Rolle: Erstens mussten die
PAMPs molekulare Strukturen sein, die fir das Uberleben der Mikroben essenziell waren,
sodass sie durch eine Mutation schlieBlich nicht nur vom TLR verkannt worden, sondern daran
zugrunde gegangen waren. Eine derart lebenswichtige Struktur impliziert gleichzeitig, dass sie
in einer groRen Gruppe von Pathogenen vorzufinden ist. Ein Beispiel dafir ist das LPS, das in
allen Gram-negativen Bakterien vorkommt. Ein Rezeptor, der dieses identifiziert, konnte
demnach gleich alle Gram-negativen Bakterien erkennen. Zweitens mussten es Strukturen sein,
die verschieden waren von den korpereigenen Antigenen, um einen Autoimmunangriff zu
verhindern (Medzhitov und Janeway 1997). Unter diesen VVoraussetzungen haben sich im Laufe
der Zeit die TLR im Menschen entwickelt, von denen bisher 10 genetische Subgruppen bekannt
sind, die sich jeweils auf die Erkennung hochspezialisierter molekularer Muster
unterschiedlicher Pathogene spezialisiert haben. Die TLR werden sowohl von Immunzellen wie
Makrophagen, dendritischen Zellen, B- und spezifischen T-Zellen, also auch von Nicht-
Immunzellen wie Fibroblasten und Epithelzellen exprimiert. Diese Expression ist jedoch nicht
statisch, sondern die Anzahl an TLR kann schnell als Antwort auf Pathogene, Zytokine und
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Umweltstress angepasst werden (Akira et al. 2006). Die TLR werden nach Lokalisation und
Liganden in zwei grolRe Hauptgruppen unterteilt. Wahrend sich die TLR 1, 2, 4, 5, 6 und 11 in
der &uBeren Zellmembran befinden und Uberwiegend mikrobielle Membranbestandteile
erkennen, liegen die TLR 3, 7, 8 und 9 in intrazellularen Vesikeln wie dem Endoplasmatischen
Retikulum, Endosomen, Lysosomen oder Endolysosomen vor und sind auf die Erkennung
mikrobieller Nukleinsduren spezialisiert (Kawai und Akira 2010). Obwohl sich die meisten
TLR als Homodimere zusammenlegen, formt der TLR 2 Heterodimere mit TLR 1 und TLR 6
und erweitert damit das Spektrum an molekularen Strukturen von Pathogenen und auch des
Wirts, die hier binden kdnnen. Wahrend der TLR 2/1-Heterodimer auf Triacyllipopeptide
reagiert, erkennt der TLR 2/6-Heterodimer Diacyllipopeptide (Tartey und Takeuchi 2017).
Molekularbiologisch gehdren die TLR zu den Typ-I-Transmembran-Proteinen mit einer
Hufeisen-formigen extrazellularen Domaéne fiir die Ligandenbindung, die aus Leucine-Rich-
Repeats (LRR) besteht, und einer zytoplasmatischen Domane flr die Signaltransduktion, die
im Aufbau der des humanen IL-1-Rezeptors gleicht und als Toll/IL-1-Rezeptor (TIR)-Doméne
bezeichnet wird (Medzhitov et al. 1997). Dockt ein PAMP oder DAMP an den TLR an, werden
die Homo- oder Heterodimere aktiv und setzen eine intrazellulare Signalkaskade in Gang, die
im Zellkern miindet und hier die Expression pro-inflammatorischer Zytokine veranlasst (Abb.
4).
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Abbildung 4: Darstellung der ableitenden Signalwege durch Stimulation der in dieser Arbeit
untersuchten TLR 2, 3 und 4. Wéhrend der eine Pathway (blau) iiber MyD88 die MAPK und NFxB
aktiviert und dadurch die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine fr die bakterielle Abwehr
induziert, leitet der andere Pathway (orange) die Signale (ber TRAM und induziert die Transkription
von Interferonen zur Verhinderung einer Virusreplikation. Modifiziert nach: ,, Targeting Toll-Like
Receptors for Cancer” (Braunstein et al. 2018).

14



Dabei werden zwei grol3e Signalwege voneinander unterschieden, die jeweils unterschiedlich
von den TLR angesteuert werden. Diese sollen anhand der Signaltransduktion des TLR 4
erlautert werden, da dieser beide Wege nutzt. Zusétzlich zu seiner Funktion der Erkennung
Gram-negativer Bakterien, wurde sein Einsatz in der Abwehr einiger viraler Erreger wie dem
Respiratory Syncitial Virus (RSV) und dem Vesicular Stomatitis Virus (VSV) entdeckt (Kurt-
Jones et al. 2000; Georgel et al. 2007). Der erste und am meisten angesteuerte Signalweg
reagiert in erster Linie auf bakterielle Liganden und erfolgt Gber das TIR-Adaptorprotein
MyD88, an welches noch das MyD88-adaptor-like (Mal)-Protein gekoppelt ist. Dieser TLR
4/Mal/MyD88-Komplex wird in der Plasmamembran geformt. VVon hier aus werden die Signale
uber die IL-1R-Associated Kinases (IRAKs) und den TNFR-associated Factor-6 (TRAF-6)
weitergeleitet, welche die Mitogen-Activated Protein-Kinases (MAPKS) aktivieren. Diese
aktiviert wiederum die Transkriptionsfaktoren NFkB und AP-1 im Zellkern, was zu der
Induktion der Proteinbiosynthese pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-a, I1L-6 und
Interleukin-1B (IL-1B) fiihrt. Die spezielle inflammatorische Antwort zeigt sich bei den
Patienten in Form der Kklassischen Entziindungssymptome Rubor, Dolor, Tumor, Calor und
Functio laesa und geht auf zellularer Ebene mit der Rekrutierung von Entzundungszellen,
Ausschittung von Zytokinen, VVasodilatation und erhohter Zellpermeabilitét einher. Der zweite
Signalweg wird vor allem durch virale Liganden ausgeldst und beginnt mit der Anlagerung des
Adaptorproteins TIR Domain-Containing Adaptor-Inducing Interferon-g (TRIF) und dem
zugehorigen TRIF-Related Adaptor Molecule (TRAM). Der TLR 4/TRAM/TRIF-Komplex
wird in der Endosomen-Membran geformt und leitet die Signale Uber den TNFR-Associated
Factor 3 (TRAF3) weiter, um den Transkriptionsfaktor IFN Regulatory Factor-3 (IRF-3) zu
aktivieren. IRF-3 wandert ebenfalls in den Zellkern, veranlasst jedoch im Gegensatz zum zuerst
beschriebenen Signalweg die Induktion des Zytokins Interferon-p (IFN-B), welches sich
hemmend auf die Virusreplikation auswirkt (Mulfaul et al. 2018). Der zweite Signalweg ist
besonders fur den TLR 3 wichtig, da er darlber auf Herpesinfektionen, wie sie beispielsweise

durch Cytomegalieviren (CMV) ausgel6st werden, reagieren kann (Tabeta et al. 2004).

Verschiedene Studien geben den Hinweis darauf, dass chronische systemische Infektionen
beispielsweise durch Chlamydia pneumoniae, CMV oder Herpesviren inflammatorische
Prozesse in der alternden Retina noch verstarkten (Robman et al. 2005; Miller et al. 2004;
Mukhamed'ianova et al. 2014). Unter diesem Aspekt wurden die Wirkungen von PAMPs auf
die RPE-Zellen naher in das Zentrum der AMD-Forschung genommen (Brosig et al. 2015). In

einer polymerase chain reaction (PCR)-Analyse von RPE-Zellen konnte die Genexpression fir

15



die TLR 1-7, 9 und 10 erfolgreich nachgewiesen werden. Davon wurden am haufigsten TLR 1
und 3 exprimiert. Die Proteinexpression fir TLR 2, 3, und 4 konnte durch die Behandlung mit
polyinosinic:polycytidylic acid (Poly I:C) oder IFN-y gesteigert werden (Kumar et al. 2004).
Im Folgenden sollen die TLR, die in dieser Arbeit untersucht wurden, néher vorgestellt werden.

Wie bereits erwahnt, heterodimerisiert TLR 2 normalerweise mit TLR 1 oder TLR 6. Wahrend
beide Heterodimere Mykoplasmen erkennen, bindet der TLR 2/1-Heterodimer zusatzlich
triacylierte Lipopeptide (Pam3CSK4) Gram-negativer Bakterien, der TLR 2/6-Heterodimer
hingegen diacylierte Lipopeptide (Pam2CSK4) Gram-positiver Bakterien (Kawai und Akira
2010). In einer Studie wurde entdeckt, dass einige der CNV-Proben von AMD-Patienten
Chlamydia pneumoniae enthielten, die Kontroll-Proben ohne AMD jedoch nicht, was auf eine
Beteiligung der durch das Pathogen hervorgerufenen pro-inflammatorischen Wirkung und pro-
angiogenen Zytokine in der Pathogenese der AMD hindeutet (Kalayoglu et al. 2005). Daraufhin
konnte gezeigt werden, dass Chlamydia pneumoniae uber die TLR 2-Aktivierung des RPE eine
CNV ausldsen kann, was auf eine Involvierung des Rezeptors in die Pathogenese der feuchten
AMD hinweist (Fujimoto et al. 2010).

Ebenso konnte durch Stimulation des TLR 3 eine Hochregulation der VEGF-Sekretion durch
das RPE festgestellt werden, wie sie bei der feuchten Form der AMD auftritt. Allerdings konnte
auch gezeigt werden, dass die Stimulation des TLR 3 durch doppelstrdngige Ribonucleinsdure
(dsRNA) zu einer MAPK-vermittelten Degeneration des RPE flhrte, wie sie fur die
geographische Atrophie typisch ist (Klettner et al. 2013a). Dieser Effekt wurde ebenfalls in
einer anderen Studie beobachtet, in der die Aktivierung des Wildtyp-TLR 3 durch Poly I:C eine
Apoptose der RPE-Zellen ausléste, wahrend die Rezeptorvariante rs3775291 des TLR 3 sogar
vor der Entwicklung einer geographischen Atrophie schiitzte (Yang et al. 2008). Der
schiitzende Effekt durch den Polymorphismus konnte sich dadurch erkléren lassen, dass die
Variante des TLR 3 eine geringere Bindungskapazitat fur dsRNA zeigte (Zhou et al. 2011).
Normalerweise wird durch die Erkennung von dsRNA oder das Analogon Poly I:C am TLR 3
uber die Ausschiittung zytotoxischer Zytokine die Apoptose der Zelle ausgeldst, um eine
weitere Ausbreitung der Infektion zu verhindern (Alexopoulou et al. 2001). Allerdings wurde
in einer weiteren Studie gezeigt, dass die Injektion von dsRNA, eine Komponente der Drusen,
in den subretinalen Raum eine Nekrose des RPE hervorruft (Murakami et al. 2014). Dies wiirde
dafiir sprechen, dass auch die von sterbenden RPE-Zellen endogen freigesetzte dsSRNA als
DAMP die TLR 3 von Nachbarzellen weiter stimulieren und zu einer gro3flachigen retinalen
Degeneration fiihren kénnte, wie es bei der geographischen Atrophie beobachtet werden kann
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(Kaneko et al. 2011). Zusatzlich zum zytotoxischen Effekt und der Bildung von VEGF reagierte
das RPE auf die TLR 3-Stimulation mit der Sekretion zahlreicher Zytokine wie dem Monocyte
Chemo-Attractant Protein-1 (MCP-1), IL-6, IL-8 und IFN-B und dem soluble intercellular
adhesion molecule-1 (sSICAM-1) und induzierte dadurch inflammatorische Veranderungen im
RPE (Kumar et al. 2004; Ebihara et al. 2007). Nachfolgend wurde die Wirkung des TLR 3 auf
Blutmonozyten und Mikroglia in den Fokus genommen. In Bezug auf die Monozyten kann kein
pro-inflammatorischer Effekt festgestellt werden. Vielmehr induziert das RPE unter TLR 3-
Stimulation in den Monozyten weiterhin einen anti-angiogenen Phanotyp durch Induktion des
Fas ligand (FasL) und die Herunterregulation der Cyclooxygenase-2 (Cox-2), um das
Immunprivileg aufrechtzuerhalten (Hettich et al. 2014). Auf die retinalen Mikroglia wirkt das
durch TLR 3 stimulierte RPE hingegen deutlich pro-inflammatorisch, indem es die Aktivierung
der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6, IL-1p und des Enzyms Cox-2 induziert. Dies deutet
also auf eine mogliche Kommunikation zwischen RPE und Mikroglia hin, die im Rahmen
systemischer Infektionen zu einer Aktivierung der Mikroglia fuhren kann (Klettner et al. 2014).
In einer Studie zur Diabetischen Makulopathie wurde der Effekt dieser Kommunikation auf die
Integritdt der Blut-Retina-Schranke untersucht. Dabei wurde entdeckt, dass ein erhohter I1L-6-
Spiegel RPE-Zellen zur Produktion von VEGF-A anregt, welches die Rekrutierung von
Mikroglia fordert. In den Mikroglia wiederum bewirkt das IL-6 unter anderem die Induktion
von TNF-a, welches im RPE den Transkriptionsfaktor NF«B aktiviert und infolgedessen zu
einer Reduktion an ZO-1 Protein und damit Auflockerung der aufReren Blut-Retina-Schranke
fuhrt (Jo et al. 2019).

Wie schon erwahnt, ist der TLR 4 der erste beschriebene TLR und neben den bereits erwahnten
viralen Erregern hauptsachlich fiir die Erkennung von LPS in den Zellwénden Gram-negativer
Bakterien zustandig (Poltorak 1998). In Hinblick auf die AMD-Forschung wurde entdeckt, dass
der TLR 4 mit dem auf der Zellmembran exprimierten Komplementfaktor 5a (C5a)-Rezeptor
interagiert und auf eine Aktivierung hin mit der Produktion pro-inflammatorischer Zytokine
wie beispielsweise 11-6 und IL-1p reagiert (Zhu et al. 2015). Eine weitere Studie zeigt, dass der
vom RPE gebundene TLR 4 auf die Exposition mit humanen Photoreceptor Outer Segments
(POS) hin transmembrandse metabolische und Calcium-Signale aussendet und so eine wichtige
Rolle bei der Entziindungsreaktion durch den altersbedingt gestérten Photorezeptor-Abbau bei
der AMD spielen kann (Kindzelskii et al. 2004).
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1.1.7. Zytokine

Der Begriff Zytokin leitet sich von den beiden altgriechischen Wértern ,,x0tog* und ,,xivnoic*
ab, was Ubersetzt Zellbewegung bedeutet und auf ihre Hauptaufgabe wahrend einer
Inflammation hindeutet, andere Zellen an den Ort einer Infektion zu mobilisieren (Morris et al.
2018). Zytokine sind kleine Proteine (von etwa 25 kDa), die als Zellmediatoren eine
Schlisselrolle fir die Hamatopoese, das Immunsystem, die Tumorgenese, die Homdostase
sowie die Zelldifferenzierung und das Zellwachstum spielen und aufgrund ihrer zahlreichen
Einsatzgebiete als pleiotrop bezeichnet werden (Detrick, 2018). Sie werden auf einen
aktivierenden Reiz hin von verschiedenen Zelltypen im Korper freigesetzt und koénnen
entweder auf die Zelle selbst (autokrin), auf benachbarte Zellen (parakrin) oder auch auf
entfernt liegende Zellen (endokrin) wirken. Aufgrund ihrer Strukturen kénnen sie in folgende
Familien eingeteilt werden: die IL-1-Familie, die Hamatopoetinsuperfamilie, die Interferone
und die TNF-Familie (Murphy und Weaver 2018). Fur das Immunsystem sind sie im Falle eines
Angriffs durch einen Erreger als Botenstoffe zwischen den beteiligten Immunzellen zur
Orchestrierung einer koordinierten Immunantwort von entscheidender Bedeutung und kdnnen

hier eine sowohl pro- als auch anti-inflammatorische Wirkung austuiben (Detrick, 2018).

Wie schon in den vorherigen Absétzen erwahnt, ist das RPE ein bedeutender Akteur der
Immunregulation und beeinflusst in der Retina durch seine eigene Zytokin-Produktion in
entscheidendem Malle die immunologischen Vorgange. Neben der Sekretion anti-
inflammatorischer Zytokine zur Aufrechterhaltung des Immunprivilegs, auf die in diesem
Abschnitt nicht mehr weiter eingegangen werden soll, kdnnen durch Gefahrensignale aktivierte
TLR auf RPE-Zellen Uber den NFkB-Signalweg pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-a,
IL-6 und IL-1p freisetzen, welche in dieser Arbeit untersucht wurden und im Folgenden n&her

beschrieben werden sollen.

Bereits im Jahre 1985 konnte der TNF erfolgreich in Mé&usen isoliert und in einem Experiment
gezeigt werden, dass dieser in entscheidendem Mal3e flr die Pathogenese des LPS-induzierten
Schocks verantwortlich war (Beutler et al. 1985a; Beutler et al. 1985b). Da die Mduse in dem
Experiment durch TNF-Antigene vor den letalen Folgen des Endotoxins von E. coli-Bakterien
geschitzt waren, brachte diese Erkenntnis die pharmazeutischen Unternehmen dazu, TNF mit
therapeutischer Intention zu neutralisieren (Beutler 2009). Die Neutralisierung von TNF zeigt
sich auch heute noch als die wirksamste Therapie von spezifischen chronischen Erkrankungen,
wie beispielsweise in der Behandlung von Morbus Crohn-Patienten mit den monoklonalen
TNF-a-Antikorpern Infliximab oder Adalimumab. Wie zuvor erwéhnt, aktiviert der TLR 4
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durch Bindung von LPS den Transkriptionsfaktor NF«B, der daraufthin die Bildung des pro-
inflammatorischen Zytokins TNF-o induziert (Medzhitov et al. 1997). Der gleiche
Mechanismus konnte ebenfalls bei den RPE-Zellen durch Bindung der PAMPs LPS und Poly
I:C anihren jeweiligen TLR nachgewiesen werden (Ebihara et al. 2007). TNF-a wiederum kann
an die entsprechenden TNF-Rezeptoren binden, die den Zelltod induzieren oder den NF«kB-
Signalweg in anderen Zellen aktivieren und eine Inflammation befeuern (Beutler 2009).
Uberdies wurde entdeckt, dass TNF-a durch Induktion groBer Mengen an VEGF auch an der
Entstehung von CNV beteiligt ist, wie sie bei der feuchten Form der AMD zu finden sind
(Nagineni et al. 2012). Es konnte sogar nachgewiesen werden, dass die Gabe von TNF-a-
Antikdrpern das Auftreten von CNV nach Laser-Schadigung bei Mausen signifikant verringerte
(Shi et al. 2006). Leider konnten fir diese Form der Therapie beim Menschen bisher noch keine
Erfolge erzielt werden (Oliveira Dias et al. 2011).

Neben seiner Funktion B- und T-Zellen der adaptiven Immunantwort zu stimulieren, zeigte
IL-6 auch breite Effekte auf akute und chronische Inflammation bis hin zu vaskuldren
Erkrankungen, weshalb dieses Zytokin ebenfalls in den Mittelpunkt der Klinischen Forschung
geriickt ist (Detrick und Hooks 2020). Mit dem monoklonalen IL-6-Antikérper Tocilizumab
beispielsweise wurde ein Durchbruch in der Behandlung der schwer verlaufenden
Rheumatoiden Arthritis erzielt. RPE-Zellen reagieren auf andere Zytokine wie IL-1p, TNF-a
und IFNs sowie TLR-Stimulation mit der Produktion groBer Mengen an IL-6 (Nagineni et al.
2000). Ein erhohter I1L-6-Spiegel wird auch in der okuldren Flissigkeit von Patienten mit
feuchter AMD beobachtet, was mit einem Fortschreiten der Erkrankung assoziiert ist (Seddon
2005b). AulRerdem konnte gezeigt werden, dass LPS die Produktion von IL-6 in der RPE-Zelle
induziert und Uber einen autokrinen Feedback-Mechanismus toxisch auf die Zelle wirkt (Leung
et al. 2009). Insofern konnte IL-6 im Zusammenhang mit akuter und chronischer Inflammation
sowohl in der Pathogenese der feuchten als auch der trockenen AMD eine wichtige Rolle
spielen (Ambati et al. 2013).

Die Wirkung des IL-1p ist im Kontext der AMD-Forschung vor allem im Zusammenhang mit
dem NLRP3-Inflammasom beschrieben worden (Ambati et al. 2013). Es konnte gezeigt
werden, dass die NLRP3-Inflammasom-Stimulation und Sekretion des Effektor-Zytokins IL-13
die VEGF-Sekretion im RPE und damit die Entstehung von CNV beforderte (Marneros 2013).
Diese Hypothese konnte durch ein Rattenmodell unterstiitzt werden, indem durch den IL-1-
Rezeptor-Antagonist Anakinra Laser-induzierte CNV signifikant reduziert wurden (Olson et al.
2009). AuRerdem konnte festgestellt werden, dass Uber langere Zeit mit IL-1p stimulierte
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Arising RPE (ARPE)-19-Zellen einen erniedrigten TEER und eine herunterregulierte Occludin-
Synthese aufweisen, was fir einen Einbruch der Barrierefunktion unter chronischer
Inflammation spricht und ebenfalls mit den AMD-typischen Verénderungen in Verbindung
gebracht werden kann (Abe et al. 2003). Das NLRP3-Inflammasom ist ein Proteinkomplex, der
durch Zellstress formierte DAMPs wie beispielsweise Carboxythylpyrrole-Adducted-Proteins
(CEP) aktiviert wird und schlielRlich Uber die Caspase 1 das IL-1pB in seine aktive Form
uberfuhrt (Celkova et al. 2015; Ambati et al. 2013). Fur diese Aufgabe muissen die
Inflammasome jedoch zunéchst voraktiviert werden, was beispielsweise durch PRR wie den
TLR 2 Uber den NFxB-Signalweg geschieht (Bauernfeind et al. 2009).

1.2. Fragestellung der Arbeit

Das Retinale Pigmentepithel ist als Schnittstelle zwischen Choroidea und Retina von
entscheidender Bedeutung fir die Pathogenese der AMD. Es bildet mit seinen Tight Junctions
die Blut-Retina-Schranke und sichert das Immunprivileg des Auges. Das RPE liegt polarisiert
vor und unterscheidet sich apikal und basal in seinem Sekretionsverhalten. Werden von basal
mikrobielle Gefahrenstoffe aus dem Blut herangetragen, werden diese von Toll-like-
Rezeptoren erkannt und pro-inflammatorische Signale sowohl an die Retina als auch ins Blut

zurlick abgegeben.

In dieser Arbeit wurde in zwei Modellsystemen, der primaren RPE-Transwell-Zellkultur und

der Organkultur, anhand der Stimulation der TLR 2, 3 und 4 untersucht,

a) ob die Integritat der Barrierefunktion durch den pro-inflammatorischen Stimulus beschéadigt

wird,

b) ob eine Zytokin-Ausschiittung angeregt wird und, ob diese sich basal und apikal

unterscheidet,

c) ob eine Zelltoxizitat der apikalen Uberstande auf die neuronalen Zellen nachgewiesen

werden kann.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate und Instrumente

Tabelle 1: Auflistung der Geréate und Instrumente mit Angabe des Namens und Firmensitzes des

Herstellers

Gerat/Instrument

Firma

Firmensitz

Autoklav Varioklav®

HP Medizintechnik GmbH

OberschleiRheim, DE

Biofuge Fresco 17, Heraeus

Instruments

Thermo Fisher Scientific

Inc.

Waltham, MA, USA

Brutschranke (Heracell Vios
160i)

Thermo Fisher Scientific

Inc.

Waltham, MA, USA

Chalazionzange (Hermle 784)

Hermle AG

Tuttlingen, DE

Eismaschine AF 80

Scotsman Ice

Mailand, IT

ELISA-Reader (ELx800)

BioTek Instruments GmbH

Bad Friedrichshall, DE

EVOM2

World Precision

Instruments Inc.

Sarasota, FL, USA

Axiovert 100

Feinwaage (analytisch) Sartorius AG Gottingen, DE
Gefrierschranke

- 20 °C - Schrank Liebherr GmbH Kirchdorf, DE

- 80 °C - Schrank Sanyo Denki K.K. Moriguchi, JP
Heizplatte Medax GmbH Neuminster, DE
Inkubationsschittler Infors AG Einsbach, DE
Kameras

- AxioCam MRc 5 Carl Zeiss AG Jena, DE

- AxioCam MRm Carl Zeiss AG Jena, DE
Kaniile Sterican® B. Braun AG Melsungen, DE
Kuhlschranke Liebherr GmbH Kirchdorf, DE
Mikroskope

- ApoTome.2 Carl Zeiss AG Jena, DE

- Fluoreszenzmikroskop | Carl Zeiss AG Jena, DE

- Lichtmikroskop Carl Zeiss AG Jena, DE
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Modifizierte Ussing-

Kammern

Technische Fakultat, CAU
Kiel

Kiel, DE

Neubauer Zahlkammer

Paul Marienfeld GmbH &
Co. KG

Lauda-Kdonigshofen, DE

Photometer (Genesys 10 Bio)

Thermo Fisher Scientific

Waltham, MA, USA

Inc.
Pinzetten (anatomisch; gerade | Bausch und Lomb GmbH Berlin, DE
und gebogen)
Pipetten
- Research (10 ul, 100 | Eppendorf AG Hamburg, DE
pl, 1000 ul)
- Finnpipette (10 pl, Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA
100 pl, 1000 pul) Inc.
- Transferpipette® S8 Brand GmbH Wertheim, DE
(100 )
Pipettus (Pipetboy 2) Integra Biosciences GmbH | Biebertal, DE
Saugpumpe
- Vacusafe Integra Biosciences GmbH | Biebertal, DE
- Vacusip Integra Biosciences GmbH | Biebertal, DE
Scheren
- Enukleationsschere Bausch & Lomb GmbH Berlin, DE

- Federschere

Karl Storz SE & Co. KG

Tuttlingen, DE

STX2-Elektrode

World Precision

Instruments Inc.

Sarasota, FL, USA

Vortexer

Erich Eydam KG

Kiel, DE

Wasserbad (1086)

GFL GmbH

Burgwedel, DE

Zellkulturwerkbank (Safe
2020)

Thermo Fisher Scientific

Inc.

Waltham, MA, USA

Zentrifuge
- Sorvall ST 40
- Biofuge Fresco 17,

Heraeus Instruments

Thermo Fisher Scientific
Inc.
Thermo Fisher Scientific

Inc.

Waltham, MA, USA
Waltham, MA, USA
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2.1.2. Chemikalien

Tabelle 2: Auflistung der Chemikalien mit Angabe des Namens und Firmensitzes des Herstellers

Chemikalie

Firma

Firmensitz

2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-
Piperatinyl]-ethansulfonat
(HEPES)

Merck Biochrom GmbH

Darmstadt, DE

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)
2,5 diphenyltetrazolium-
bromid (MTT)

Sigma-Aldrich GmbH

Steinheim, DE

Agqua bidest (Ampuwa

Fresenius Kabi AG

Bad Homburg, DE

Spullésung)
Betaisodona Mundipharma GmbH Limburg, DE
Biotase Biochrom GmbH Berlin, DE

Bovines Serum Albumin

Serva Electrophoresis

Heidelberg, DE

(BSA) GmbH

Brilliantblau G Fluoron GmbH Ulm, DE

Calcein Acetoxymethyl AnaSpec Inc. Fremont, CA, USA
Calciumchlorid Sigma-Aldrich GmbH Steinheim, DE

Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM)

HyClone®, Fisher Scientific
GmbH

Schwerte, DE

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH

Karlsruhe, DE

Eindeckmedium Fluoromount
G (DAPI)

Southern Biotech, Biozol
GmbH

Eching, DE

Fetales Kalberserum (FCS, Linaris GmbH Dossenheim, DE
10 %)
Formaldehyd (37 % Lsg.) Merck KGaA Darmstadt, DE

Ham’s F12 + L-Glutamine

Fisher Scientific GmbH

Schwerte, DE

Hochstfarbstoff (33258
Fluorescent Dye)

Amersham Biosciences
GmbH

Freiburg, DE

Kollagen A

Merck KGaA

Darmstadt, DE

coli O55 : B5)

Lipopolysaccharid (LPS aus e.

Sigma-Aldrich GmbH

Steinheim, DE
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Natriumchlorid (NaCl) 0,9 %

Fresenius Kabi AG

Bad Homburg, DE

Nicht-essentielle
Aminosauren (NEA-100x)

Merck KGaA

Darmstadt, DE

Pam2CSK4

Tocris Bio-Techne GmbH

Bristol, UK

Phosphate Buffered Saline
(PBS)

Merck KGaA

Darmstadt, DE

(Poly I:C)

Penicillin/Streptomycin Biochrom GmbH Berlin, DE
(Pe/St)
Polyinosin-/-cytidylséure Tocris Bio-Techne GmbH Bristol, UK

Roti®-Immunoblock

Carl Roth GmbH

Karlsruhe, DE

Roswell Park Memorial
Institute (RPMI)-1640

Merck Biochrom GmbH

Darmstadt, DE

Ethylendiamintetraacetat
(EDTA)

Medium

Triton X 100 Carl Roth GmbH Karlsruhe, DE
Trypanblau Serva GmbH Heidelberg, DE
Trypsin PAN-Biotech GmbH Aidenbach, DE
Trypsin- PAN-Biotech GmbH Aidenbach, DE

2.1.3. LGosungen

Tabelle 3: Auflistung der Losungen mit Angabe ihrer Zusammensetzung

Ldsung Zusammensetzung

MTT-L6sung 90 % DMEM HyClone ohne Phenolrot,

10 % MTT

Zellkulturmedium RPE DMEM HyClone mit Phenolrot, 10 % FCS,
1 % Pe/St, 1,1 % Sodium Pyruvat 100 mM,
2,5 % Hepes 1M, 1 % Nicht-essentielle

Aminosduren (NEA, 100x)
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Zellkulturmedium Organkulturen 1:1 DMEM ohne Phenolrot und Ham’s F12,
10 % FCS, 1 % Pe/St, 0,2 %
Calciumchlorid, 0,04 % Taurin 100 uM

Zellkulturmedium SH-SY5Y-Zellen (Neuro- | RPMI, 10 % FCS, 1 % Pe/St
Medium)

2.1.4. Antikorper

Tabelle 4: Auflistung der Antikdrper mit Angabe des Namens und Firmensitzes des Herstellers

Antikorper Firma Firmensitz

Alexa Fluor 555 (IgG goat Thermo Fisher Scientific Rockford, IL, USA
anti-rabbit, 2 mg/ml) Inc.

Occludin Polyclonal Thermo Fisher Scientific Rockford, IL, USA
Antibody (IgG, rabbit, 0,25 Inc.
mg/ml)

2.1.5. ELISA-Kits

Tabelle 5: Auflistung der ELISA-Kits mit Angabe des Namens und Firmensitzes des Herstellers

ELISA-Kit Firma Firmensitz

TNF-a Porcine Quantikine R&D Systems Inc. Minneapolis, MN, USA
ELISA Kit

IL-6 Porcine ELISA Kit R&D Systems Inc. Minneapolis, MN, USA
IL-15 Porcine ELISA Kit R&D Systems Inc. Minneapolis, MN, USA

2.1.6. Biologische Materialien

Tabelle 6: Auflistung der biologischen Materialien mit Angabe von Herkunftsstatte und -ort

Biologisches Material Herkunftsstatte und -ort

Schweineaugen Hof Steffen in Muxall, Schlachtbetrieb Loepthien in Jevenstedt
und Landschlachterei Neidhardt in Holtsee, DE

SH-SY5Y-Zellen Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, DE
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2.1.7. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 7: Auflistung der Verbrauchsmaterialien mit Angabe des Namens und Firmensitzes des

Herstellers

Verbrauchsmaterial

Firma

Firmensitz

Deckglaschen

Th. Geyer GmbH

Renningen, DE

Eppendorf-Reaktionsgefale

- 15ml Sarstedt AG Nirnbrecht, DE

- 2ml Eppendorf AG Hamburg, DE
Falcon-Rohrchen 50 ml Sarstedt AG Nurnbrecht, DE
Kivetten Brand GmbH Wertheim, DE
Objekttréager Assistent Hecht GmbH Sondheim/Rhén, DE
Parafilm® M Bemis Company Inc. Oshkosh, WI, USA

Pasteurpipetten
- Glaspipetten
(Labsolute®)
- Plastik-Pipetten

Th. Geyer GmbH

Ratiolab GmbH

Renningen, DE

Dreieich, DE

pm, transparent)

Pipetten-Spitzen Sarstedt AG Nurnbrecht, DE
Serologische Pipetten Sarstedt AG Nurnbrecht, DE
Skalpelle Feather® Safety Razor Co. | Osaka, JP

Ltd.
Spritze (1 ml, BD Discardit B. Braun AG Melsungen, DE
1)
TC-Inserts (12-Wells, 0,4 Sarstedt AG Nurnbrecht, DE

Zellkulturflaschen

- 25cm? TPP®, Merck KGaA Darmstadt, DE

- 75cm? Sarstedt AG Nrnbrecht, DE
Zellkulturplatte 12-Wells TPP®, Merck KGaA Darmstadt, DE
Zellkulturplatte 24-Wells Sarstedt AG Nurnbrecht, DE
Zellkulturplatte 96-Wells Sarstedt AG Nurnbrecht, DE
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2.2. Methoden

2.2.1. Modelle

Um die genauen Pathomechanismen der AMD verstehen zu kodnnen, werden geeignete
Modellsysteme bendétigt. Mausmodelle haben sich in der Vergangenheit als eher ungeeignet
erwiesen, die menschliche Erkrankungssituation der AMD getreu wiederzugeben und es gibt
aktuell einen starken Druck der Gesellschaft, Tierversuche zu reduzieren. Aus diesen Griinden
bietet sich das Schweineauge an, das einerseits durch die starke anatomische Ahnlichkeit zum
menschlichen Auge und andererseits als Nebenprodukt der Ern&hrungsindustrie aus den
ethischen Aspekten fur die Verwendung in der Retinaforschung sehr gut geeignet ist

(Schnichels et al. 2021). Fur die vorliegende Arbeit wurden deshalb Schweineaugen verwendet.

Das RPE liegt ,,in vivo* polarisiert vor (Klettner et al. 2015; Strauss 2005). Deshalb wurden
sowohl die RPE-Transwell-Zellkultur als auch die Organkultur als Modelle ausgewdhlt, da
beide Verfahren eine Trennung in ein apikales und ein basales Kompartiment ermdglichen.

Primare Zellkulturen kommen der ,,in vivo“-Situation generell naher als Zelllinien, was auch
auf RPE-Zellen zutrifft (Schnichels et al. 2021). Bei diesem Modell ergibt sich allerdings die
Schwierigkeit, den Grad der Differenzierung des Epithels aufrechtzuerhalten, da die Zellen
durch die Préparation aus ihrem natirlichen Zellverband gerissen werden. Um eine
ausreichende Differenzierung zu gewahrleisten, wurde deshalb auf die Ausbildung eines
kopfsteinpflasterartigen Aussehens der Zellschicht (Abb. 5), die Beurteilung der Tight
Junctions durch Immunfluoreszenzfarbung und die Messung eines ausreichend hohen

transepithelialen Widerstandes geachtet (Klettner 2020a).

Abbildung 5: Lichtmikroskopische Photographie einer unbehandelten Priméren RPE-Zellkultur auf
einer Transwellplatte an Tag 22 kurz vor Stimulation in 20-facher VergroRerung. Das
kopfsteinpflasterartige Aussehen der Zellen spricht fur die gelungene Ausbildung einer
Epithelzellschicht und die starke Pigmentierung als Marker flr eine sehr gute Differenzierung.
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Fur die Trennung in ein basales und ein apikales Kompartiment und die Messung des TEER
wurden Transwell-Systeme verwendet, die genaue Ausfuhrung wird im Folgenden noch naher

erlautert.

Das zweite Verfahren neben der Transwell-RPE-Zellkultur war das Organkultur-Modell, das
den anatomischen Gegebenheiten der Blut-Retina-Schranke noch ndher kam, da hier die Zellen
im noch vorhandenen Gewebeverband explantiert wurden (Schnichels et al. 2021). Dieses
Gewebe bestand aus den drei Schichten Choroidea, Bruch’sche Membran und RPE. Es wurde
nach Treumer prapariert und in modifizierten Ussing-Kammern kultiviert (Treumer et al. 2012).
Hierbei handelt es sich um ein System, das aus zwei ineinander verschraubbaren Kammern
besteht (Abb. 6a). In diesen befindet sich jeweils ein Hohlzylinder, der von apikal zuganglich
und zu der anderen Kammer hin tiber ein rundes Fenster geodffnet ist. In diese Offnung kann ein
Ring mit Gewebekultur eingespannt werden (Abb. 6b), der eine Trennwand zwischen den
beiden Kompartimenten bildet. So kann, genau wie im vorherigen Transwell-Modell, auf der
basalen Seite imitiert werden, wie pro-inflammatorische Reize aus dem Systemkreislauf zum

Auge gelangen und im apikalen Kompartiment erfasst werden, wie die RPE-Zellen darauf

reagieren.
SRR
/— Apikales Kompartiment
P
1 Ring mit Gewebekultur
Basales Kompartiment ]
a

Abbildung 6: Organkulturmodell. a) Querschnitt durch eine Ussing-Kammer, b) Lichtmikroskopische
Photographie einer frisch praparierten Organkultur vor der Einspannung in die Ussing-Kammer in
10-facher VergroRerung.

2.2.2. Zell-/Organkulturen

2.2.2.1. Herstellung einer RPE-Zellkultur

Fur die Praparation wurden aus einer von drei regionalen Schlachtereien Schweineaugen der
morgendlichen Schlachtung zur Verfugung gestellt. Diese wurden unter bestéandiger Kiihlung
geliefert und in einem Zeitfenster von maximal vier Stunden nach Organentnahme verwendet
(Wiencke et al. 2003; Klettner und Roider 2008). Zunachst wurden die porcinen Bulbi mithilfe
einer Schere und Pinzette vom umgebenden Muskel- und Bindegewebe befreit (Abb. 7a) und

fir 5-10 Min. in gekilhlte Betaisodona-Ldsung gegeben. Im Anschluss an die Desinfektion
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wurden sie in ein ebenfalls auf Eis stehendes, mit NaCl-Ldsung gefiilltes Becherglas
transferiert. Die Bulbi wurden dann auf Hohe der Ora serrata mit einem Skalpell aufgeschnitten
und der vordere Augenabschnitt génzlich entfernt (Abb. 7b). Nach Ausschwemmen des
Glaskarpers eroffnete sich der Blick auf den hinteren Augenabschnitt, der eine Schale bildete
und von innen mit Retina ausgekleidet ist. Diese Augenschalen wurden mit auf 37 °C erwarmtes
PBS beflllt und die Neuroretina mithilfe zweier Pinzetten vorsichtig abgelést und verworfen.
Das PBS wurde abgenommen und die Augenschalen zunéchst in einer gedeckelten Petri-Schale
gesammelt. Hierbei wurde eine minimale Menge von 14 Augen verwendet, um im weiteren
Experimentverlauf ein gutes Uberleben der Zellen auf den Transwells und bestmégliche TEER-
Messwerte zu erzielen. Daraufhin wurden die Augenschalen mit Trypsin-Ldsung (0,25 %
Trypsin in PBS) befullt und 10 Minuten lang bei 5 %iger Begasung mit CO», 37 °C und einem
pH von 7,4 im Brutschrank inkubiert. Diese Einstellungen des Brutschrankes waren uber alle
Experimente konstant und werden im weiteren Verlauf dieser Arbeit vorausgesetzt. Im
Anschluss wurde das Trypsin abgenommen, durch Trypsin-EDTA (0,25 % Trypsin + 0,02 %
EDTA in PBS) ersetzt und wiederum 45 Minuten lang im Brutschrank inkubiert. Danach
wurden die RPE-Zellen durch vorsichtiges, mehrfaches Auf- und Abpipettieren der Lésung
vom Augenhintergrund abgel6st und in zwei Zentrifugationsréhrchen mit vorgewéarmten
Zellkultur-Medium gesammelt. Diese wurden, wéhrend einer zweimaligen Zentrifugation von
je 5 Minuten bei 800 Umdrehungen pro Minute (rpm), ineinander tberftihrt und nach Abnahme
des Uberstandes und griindlicher Resuspension auf 12 ml mit RPE-Medium aufgefiillt, sodass
je 1 ml der Zellsuspension in jedes Insert gegeben werden konnte. Bei den Inserts handelte es
sich um vorgefertigte Einsatze der Firma Sarstedt, die auf 12-Well-Tissue Culture (TC)-Platten
uber kleine Haken in die Wells eingehdngt wurden, sodass das untere Kompartiment trotzdem
noch 0ber einen Randspalt zu erreichen war. Die Inserts bestanden aus einem runden
Polystyrolkorper, dessen Boden durch eine semipermeable Membran mit einer PorengrdRe von
0,4 um Durchmesser gebildet wurde. Durch die TC-Behandlung der Membran konnten die
Zellen auf dieser optimal anhaften und eine Zellschicht ausbilden, die sowohl von basal als
auch von apikal aus erreichbar war. Das untere Kompartiment wurde mit 1,5 ml reinen RPE-
Mediums beftllt. Fur die Kultivierung wurden die Platten schliel3lich im Brutschrank gelagert.
Das Medium wurde zwei Mal in der Woche gewechselt, indem das alte vorsichtig abgesaugt
und durch je 1 ml frischen RPE-Mediums im Insert und 1,5 ml im unteren Kompartiment

ausgetauscht wurde.
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2.2.2.2. Herstellung einer Organkultur

Die Schritte der Praparation des Gewebes bis zur Entfernung von vorderem Augenabschnitt
und Glaskorper sind identisch mit denen in Punkt 2.2.2.1. beschriebenen. Im Anschluss wurde
zundchst die Sklera bis zum Sehnervenaustritt eingeschnitten und die Choroidea mit Retina von
dieser Schnittkante mit einer kleinen Pinzette gegriffen. Von hier aus wurde das Gewebe dann
vorsichtig abgezogen und die Verbindungen zur Sklera mit einer feinen Préparierschere
durchtrennt. Sobald genug Flache zur Verfligung stand, wurde ein weilRer Ring unter der
Choroidea platziert (Abb. 7¢) und das Gewebe grol3zuigig und ohne Zug dariibergelegt. Dann
wurde die Retina abgezogen und der schwarze Ring auf Hohe des weien Ringes auf das
Gewebe gelegt (Abb. 7d). Dieser Ringkomplex wurde so lange mit der Chalazion-Zange
aufeinandergedriickt und festgehalten (Abb. 7e), bis die beiden Ringe ineinander einrasteten
und das umliegende Gewebe mit der Schere fein abgetrennt werden konnte (Abb. 7f).

Abbildung 7: Herstellung eines Organkulturringes. a) Porciner Bulbus, von Muskelgewebe befreit
und desinfiziert, b) Entlang der Ora serrata ertffneter porciner Bulbus, von links nach rechts:
vorderer Augenabschnitt, hinterer Augenabschnitt, Linse, ¢) Mit der Pinzette angehobene Retina und
darunter gelegter weier Ring, d) Uber den weilen Ring gestiilptes, von Neuroretina befreites RPE
mit locker aufgelegtem schwarzem Ring, ) Zusammendriicken des weil3en und schwarzen Ringes mit
der Chalazionzange, f) Herausgetrennter und gesauberter fertiger Ring.

Die fertigen Ringe wurden dann in mit Organkultur-Medium gefillten und mithilfe einer
Warme-Platte auf 37 °C beheizten 12-Well-Platten bis zur Weiterverwendung gesammelt. Nach
einer optischen Beurteilung unter dem Lichtmikroskop und photographischen Dokumentation
wurden die Ringe in die Ussing-Kammern eingespannt (Abb. 8a und b). Die beiden

Kompartimente wurden daraufhin simultan mithilfe zweier Eppendorf-Pipetten mit je 1,1 ml
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Medium befullt (Abb. 8c und d). Dabei wurde auf ein identisches Volumen und ein
gleichméRiges Einfillen geachtet, um einem einseitigen Druck auf das Gewebe
entgegenzusteuern. Dann wurden die beiden Offnungen mit Parafilm® abgedichtet, in den mit
einer feinen Kanile kleine Locher eingestanzt wurden, um eine ausreichende Beliftung zu
gewadhrleisten. Im Anschluss an die Fertigung der Kammern wurden sie zundchst 24 Stunden
lang im Brutschrank kultiviert, um Storfaktoren in der Sekretion des RPE, die an dem Tag durch
den Préparationsstress entstanden sein kdnnten, zu minimieren.
==
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Abbildung 8: Einspannen des Organkulturringes in die Ussing-Kammer. a) Einzelbestandteile der
Ussing-Kammer, b) Positionierung des Organkulturringes tiber der Offnung der einen Kammerhalfte
auf schwarzem Gummiring, ¢) Simultane Eingabe des Organkulturmediums in die fertig verschraubte
Ussing-Kammer, d) Seitenansicht der fertig gestellten Ussing-Kammer. Verdffentlicht in “Basolateral
activation with TLR agonists induces polarized cytokine release and reduces barrier function in RPE
in vitro” (Terheyden et al. 2021).

2.2.2.3. Zellkultur undifferenzierter SH-SY5Y-Zellen

Fur den Nachweis neurotoxischer Effekte der aus den RPE-Transwell- und Organkultur-
Versuchen gewonnenen Uberstanden wurden diese auf undifferenzierte SH-SY5Y-Zellen
gegeben. Diese entstammen einer humanen Neuroblastom-Zelllinie und entsprechen
undifferenziert unreifen katecholaminergen Neuronen (Kovalevich und Langford 2013). Sie
sollen in dieser Arbeit als Modell fiir die neuronalen Zellen der Retina fungieren, um zu
untersuchen, ob die Stimulation der TLR eine mogliche Degeneration der Neuroretina

verursachen koénnte, die im MTT nachgewiesen werden kann (Waseem et al. 2017).
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Die Zellkulturen wurden in TC25-Zellkulturflaschen mit 7 ml Neuro-Medium angelegt und
zwei Mal in der Woche im Verhaltnis 1:8 gesplittet. Fur die Aussaat wurden die vorgesehenen
24-Well-Platten zunédchst mit Kollagen beschichtet, um ein kontrolliertes Wachstum und eine
optimale Zelladh&sion zu gewéhrleisten. Daftr wurde Collagen A im Verhéltnis 1:3 mit PBS
verdunnt und 330 pl davon in jedes Well gegeben. Wéhrend die beschichteten Platten 30
Minuten lang im Brutschrank inkubierten, wurden die SH-SY5Y-Zellen ausgezéhlt. Zunéchst
wurde hierbei das Medium aus den Zellkulturflaschen verworfen, kurz mit PBS gespult und
schlieBlich 1 ml Biotase hineingegeben. Nach etwa einmindtiger Inkubation im Brutschrank
konnten die Zellen dann unter Spulen mit etwas Neuro-Medium von der Flaschenhinterwand
abgeldst und in ein Zentrifugationsréhrchen mit 15 ml Neuro-Medium transferiert werden.
Dieses wurde dann 5 Minuten lang bei 900 rpm zentrifugiert, das Uberschiissige Medium
verworfen und das Pellett in 1 ml Neuro-Medium griindlich resuspendiert. Davon wurden 20
pul abgenommen, im Verhéltnis 1:1 mit Trypanblau gemischt und mit der Neubauer
Zahlkammer die enthaltene Zellanzahl bestimmt. Diese wurde auf den 1 ml im
Zentrifugationsrohrchen hochgerechnet und mit Medium aufgefllt, sodass pro Well 300.000
Zellen auf der 24-Well-TC-Platte ausgesat werden konnten.

Fur die Organkultur-Uberstande wurden 96-Well-Platten ohne Kollagenbeschichtung
verwendet. Die Kultivierung und Auszéhlung der Zellen liefen jedoch identisch ab. In jedes
Well wurden schlieflich 100 pl a 10.000 Zellen gegeben, wobei die Randwells frei blieben und

lediglich mit 100 pl reinen Neuro-Mediums befillt wurden, um einen Randeffekt zu vermeiden.

2.2.3. Qualitatssicherung der Barriere

2.2.3.1. TEER-Messung bei RPE-Transwell-Zellkulturen

Die Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER) ist ein weit etabliertes
und hoch sensitives Verfahren zur Beurteilung der Barrierefunktion von einschichtigen
Epithelien, indem sie die Funktion der Tight Junctions quantitativ erfassen kann (Srinivasan et
al. 2015). Demnach sollte hiermit untersucht werden, ob die Stimulation der TLR im RPE eine
Auswirkung auf die Integritat der Blut-Retina-Schranke haben konnte, wie es schon in einem
vorherigen Versuchsaufbau der gleichen Art erfolgreich fir VEGF nachgewiesen wurde (Miura
et al. 2010b).

Fur die Messungen wurde das Gerdt EVOM2 (Epithelial VVoltohmmeter) der Marke World
Precision Instruments (WPI1) mit zugehdriger STX2- ,,Chopstick“-Elektrode verwendet. Diese

Elektrode besteht aus zwei Kopfen, die zeitgleich in die zwei verschiedenen Kompartimente
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eingefiihrt werden kdnnen (Abb. 9). Die duReren Elektrodenplaques messen dann jeweils das
an sie abgegebene Spannungssignal (U) und die inneren die tber die beiden Medien wandernde

Stromstérke (I), wodurch der Widerstand (R) iiber die Epithelschicht nach dem Ohm’schen
Gesetz R=U/I berechnet werden kann.

/ STX2-Elektrode

Apikales Kompartiment

Zell-Monolayer auf pordser Membran

Basales Kompartiment

N\

Abbildung 9: Querschnitt durch ein Transwell mit Darstellung der STX2-Elektrode, die mit dem
Messgerat EVOM2 verbunden ist.

Allerdings muss hierbei beriicksichtigt werden, dass sich der Gesamtwiderstand aus mehreren

parallel und in Serie geschalteten Einzelwiderstanden zusammensetzt (Abb. 10):

a) zelluldrer Widerstand (Rc) Uber die apikale und basale Zellmembran
b) parazelluldrer Widerstand tiber die Tight Junctions (Rp)
c) Widerstand der Transwell-Membran (Rnm).

Tight Junction w ‘
& n

RPE-Zelle

I_|_I / Transwell-Membran
Ru
|:| = Einzelwiderstand

Abbildung 10: Darstellung der Einzelwiderstéande: parazelluléarer Widerstand (Ry), zellularer
Widerstand (Rc) und Widerstand der Transwellmembran (Rm) im RPE-Transwell-Modell.
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Mithilfe der beiden Kirchhoff’schen Gesetze ergibt sich folgende Formel zur Ermittlung des

Gesamtwiderstandes:

R, R,
R, +R,

Rges = Rb +

Da der zelluldre Widerstand (R¢) und der Widerstand der Basalmembran (Rp) als konstant
angenommen werden konnen, ist die HOhe des Gesamtwiderstandes vom parazelluléren
Widerstand (Rp) entscheidend abhéngig: Sind die Tight Junctions dicht, ist der
Gesamtwiderstand hoch, sind sie undicht, so ist der Gesamtwiderstand niedrig (Claude und
Goodenough 1973). Zu Beginn einer neuen Charge von Transwell-Inserts wurde vor der
Zellaussaat in reinem RPE-Medium von jedem Well der Leerwert, also der Widerstand uber
der Transwell-Membran (Rm), bestimmt, der schlielich gemittelt und fir diese Arbeit als
feststehender Wert eingesetzt wurde. Um den RPE-Zellen nach der Aussaat genligend Zeit zu
geben, auf den Transwell-Platten anzuwachsen, wurde erst nach einem Minimum von flnf
Tagen mit den Messungen begonnen. Diese wurden im Anschluss zwei Mal pro Woche
unmittelbar vor dem Mediumwechsel durchgefuhrt, um Stoérfaktoren durch diesen zu
vermeiden. Unmittelbar vor und nach der Messung einer Platte wurden die Elektroden in
70 %ige Ethanol-L6sung eingetaucht, um das Einschleppen von Keimen zu verhindern, und im
Anschluss mit sterilem Aqua bidestillata gespult. Fir die Ermittlung stabiler Werte galten die
Voraussetzungen, dass beide Elektrodenkdpfe tief genug in die jeweiligen Medien eingetaucht
und ruhig gehalten wurden. Der endgultige Messwert wurde dann (ber die folgende Formel
ermittelt, indem noch der Leerwert und die Membranflache einberechnet wurden (Srinivasan
et al. 2015):

TEER = (Messwert — Leerwert) () - Membranflache (cm?).

Nach einer Kultivierung der Zellen von durchschnittlich 18 Tagen und einem stabilen TEER
(140,8 + 55,4 Q-cm?) waren die Zellen bereit fiir die Stimulation ihrer TLR.

2.2.3.2. Nachweis der Dichte der Ussing-Kammern mit Brilliantblau G

Um neben der optischen Beurteilung noch eine objektive Quantifizierung der Durchléssigkeit
der Ringe zu haben, wurde dem frischen Medium auf der basolateralen Seite am dritten
Experimenttag noch 30 pl der Lésung Brilliant Peel, die den Farbstoff Brilliantblau G enthielt,
beigefugt. So konnte untersucht werden, ob der Farbstoff innerhalb der 24-stiindigen Inkubation

im Brutschrank in das apikale Kompartiment Ubergetreten war. Hierfir wurden die
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Farbstoffkonzentrationen am nichsten Tag sowohl basal als auch apikal bei A = 584 nm gegen
eine mitgelaufene Medium-Kontrolle photometrisch bestimmt, sodass eine Aussage uber die
Dichte von Ring und Kammer und damit indirekt auch tiber die Qualitat der Barriere getroffen

werden konnte.

2.2.4. Stimulation der Zellkulturen

2.2.4.1. Stimulation der RPE-Transwell-Zellkulturen

Fur die basale Stimulation der RPE-Zellen wurden die Stimulanzien der entsprechenden Toll-
like-Rezeptoren in warmem RPE-Medium geldst. Dabei wurde Pam2CSK4 als TLR 2-Agonist
(Kawai und Akira 2010) in den Konzentrationen 10, 50 und 100 ng/ml, Polyinosin-/-
cytidylsdure (Poly I:C) als TLR 3-Agonist (Yang et al. 2008) in den Konzentrationen 1, 10 und
100 pg/ml und das Lipopolysaccharid (LPS) als TLR 4-Agonist (Poltorak 1998) in den
Konzentrationen 0,1, 1 und 10 pg/ml in RPE-Medium angesetzt. Dann wurde das Medium aus
den unteren Wells abgenommen und nach einem vorher festgelegten Schema (Abb. 11) durch
je 1,5 ml der jeweiligen Ansétze ersetzt. Zum Ausschluss von Storfaktoren wurden die
Positionen bei jedem Versuch neu verteilt. Fir jeden Ansatz lief eine Kontrolle (Ko) mit, die
mit reinem RPE-Medium beflllt wurde.

/ 1 2 3 4 \
A

Pam

2C5K4

100

ng/ml

Abbildung 11: Schematische Darstellung zur Stimulation der RPE-Transwell-Platten.
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Im Anschluss daran wurde auch das apikale Medium erneuert und die Platte fir 24 h im
Brutschrank gelagert (Abb. 12). Danach wurden umgehend die Uberstande abgenommen und
direkt durch die gleiche Menge warmen RPE-Mediums ersetzt. Darin konnte eine
abschlieRende TEER-Messung durchgefiihrt werden, um daran abzulesen, wie sich die
Integritdt des Epithels Uber die Stimulation hinweg verdndert hat. Die abgenommenen
Uberstande wurden 15 Minuten lang bei 13.000 rpm zentrifugiert, steril in Eppendorfer

MikroreaktionsgefaRe ubergefiihrt und bis zur Weiterverwendung bei -20 °C eingefroren.

5 2 < Apikale Zytokinfreisetzung
e o o o o« RPE Monolayer
n | W | | N | [ M | N | ﬂf - . .
T of ? '? <« Basale Stimulation der TLR
o 5 o 2

Abbildung 12: Schematische Darstellung eines Transwell-Filter-Systems wéhrend der 24-stindigen
Inkubation. Basal werden TLR-Stimulanzien (griin) hinzugegeben, woraufhin das RPE basal und
apikal Zytokine (orange) sezerniert. Fir die Ubersicht wurden hier beispielhaft nur die apikalen
Zytokine dargestellt, die in dieser Arbeit von zentralem Interesse waren.

2.2.4.2. Stimulation der Organkulturen

Nach 24-stiindiger Inkubation der Ussing-Kammern konnte mit der Stimulation der TLR
begonnen werden. Dabei wurde zunéchst das alte Medium gleichmaRig mithilfe zweier
Eppendorf-Pipetten aus beiden Kompartimenten der Kammern abgenommen. Simultan zur
Versorgung der apikalen Seite mit 1,1 ml Organkulturmedium wurde die basale Seite jeweils
mit 1,1 ml eines der Stimulanzien Pam2CSK4 fiir den TLR 2 in den Konzentrationen 50 oder
100 ng/ml, Poly I:C fur den TLR 3 in den Konzentrationen 10 oder 100 pg/ml und die
Lipopolysaccharide fir den TLR 4 in den Konzentrationen 1 oder 10 pg/ml oder reinen
Organkulturmediums fiir die Kontrolle befullt. Nach 24-stlindiger Inkubation im Brutschrank
wurden die Uberstande wieder simultan abgenommen, bei 13.000 rpm zentrifugiert, von

Zellbestandteilen befreit und bei -20 °C vorlbergehend eingefroren.

2.2.4.3. Stimulation der SH-SY5Y-Zellen

Die RPE-Transwell- und Organkultur-Uberstande wurden zunéchst etwa eine halbe Stunde
lang bei 37 °C aufgetaut. Wéahrenddessen wurde fiir jede Probe eine in Stimulanz und
Konzentration entsprechende Kontrolle in RPE-, beziehungsweise Organkulturmedium
angesetzt. Nachdem die angezuchteten SH-SY5Y-Zellen unter dem Lichtmikroskop auf eine
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Konfluenz von etwa 85 % und flachendeckende Zelladhdsion gepriift worden waren (Abb. 13),
wurde das Neuro-Medium vorsichtig unter Kippen der Platte abpipettiert und schlie3lich 400 pl
je RPE-Uberstand oder Kontrolle, beziehungsweise 100 pl je Organkultur-Uberstand oder
Kontrolle vom vorderen Well-Rand hineinlaufen gelassen. Wahrend auf den 24-Well-Platten
nur jeweils ein TLR-Agonist eines Experiments gegen die jeweilige Kontrolle aufgetragen
werden konnte, konnten auf den 96-Well-Platten gleich alle drei TLR-Agonisten eines
Experiments parallel zu einem Kontroll-Experiment getestet werden, wahrend noch eine Platte
mit zwei weiteren Kontroll-Experimenten angelegt wurde. Allerdings musste bei den 96-Well-
Platten beachtet werden, die jeweiligen Konzentrationen fiir Pam2CSK4, Poly I:C, LPS und
Medium-Kontrolle in Dreifach-Bestimmung aufzutragen. Da die Rand-Wells unveréndert
blieben, um einen Randeffekt zu vermeiden, wurden lediglich die verbleibenden Wells
dazwischen noch mit reinem Neuro- und Organkultur-Medium befullt, um deren Effekte auf
die Zellen ebenfalls zu untersuchen. Alle Platten wurden im Anschluss an die Stimulation 24

Stunden lang im Brutschrank inkubiert.

Abbildung 13: SH-SY5Y-Zellkultur in Neuro-Medium vor Stimulation unter dem Lichtmikroskop in
10-facher VergroRerung. Links im Bild ist eine 100 %ige Konfluenz zu sehen, wahrend auf der rechten
Seite noch freie Flachen zu erkennen sind, in denen die Zellen mit kleinen Auslaufern aufeinander
zuwachsen.

2.2.5. Farbeverfahren

2.2.5.1. Nachweis der Zelltoxizitat durch den MTT-Assay

Der MTT-Assay ist ein Nachweisverfahren fiir die metabolische Aktivitat der Zellen, wodurch
der Anteil noch lebender Zellen nach der Stimulation im Vergleich zu einer Kontrolle bestimmt
wird und damit ein zelltoxischer Effekt durch die Stimulanzien nachgewiesen werden kann
(Mosmann 1983). Der MTT-Assay wurde bei den RPE-Transwell-Zellkulturen und bei den SH-
SY5Y-Zellkulturen angewendet, wobei die Protokolle in einzelnen Schritten voneinander

abwichen und im Folgenden erlautert werden.
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Fur den MTT-Assay bei den RPE-Transwell-Zellkulturen wurden die RPE-Zellen im
Anschluss an den Stimulationsversuch zunéchst zwei Mal mit PBS gewaschen und dann 350 pl
MTT-L6sung in jedes Well gegeben. Fir die MTT-LOosung wurde das Salz (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl) 2,5 diphenyltetrazoliumbromid im Verhaltnis 1:10 mit DMEM-Medium
ohne Phenolrot gemischt. Im Laufe der zweistlindigen Inkubation im Brutschrank wurde das
wasserlosliche gelbe Tetrazolium-Salz in den lebendigen Zellen durch NAD(P)H-abhédngige
intrazelluldare Enzyme zu dem wasserunl6slichen blau-violetten Formazan reduziert. Zum
Nachweis wurde dieses Reaktionsprodukt in DMSO geldst (Twentyman und Luscombe 1987).
Dafur wurde das MTT wieder abgenommen und 350 pl DMSO auf die Wells gegeben.
Wahrend einer 5-mindtigen Schittelinkubation bei 200 rpm wurde eine 96-Well-Platte
vorbereitet, bei der zu Anfang 2 Blanks mit je 150 pl DMSO und dann fiir jede entsprechende
Probe zwei Wells mit je 100 pl DMSO befiillt wurden. Diese 100 pl wurden mit 50 pl der Probe
gut durchmischt, sodass im Anschluss die Farbstoffintensititen fiir jedes Well bei A = 550 nm

im ELISA-Reader exakt ausgemessen werden konnten.

Fur die Farbung der SH-SY5Y-Zellkulturen wurden 250 pl der MTT-Ldsung auf jedes Well
der 24-Well-Platte gegeben und es gab einen Zwischenschritt im Protokoll, um auch die
abgeldsten Zellen nachweisen zu kénnen. Dabei wurden die MTT-Ubersténde, statt verworfen
zu werden, zunéchst pro Well in einzelnen Eppendorfer Mikroreaktionsgefalien gesammelt, die
dann bei 13.000 rpm 5 Minuten lang zentrifugiert wurden. Die Uberstande wurden im
Anschluss vorsichtig abgesaugt und verworfen und das Pellet in 150 pl DMSO gel6st.
Daraufhin wurde alles wieder in die entsprechenden Wells zuriick pipettiert und der MTT nach
dem im vorherigen Absatz beschriebenen Schema zu Ende gefiihrt. Bei den
Organkulturliberstanden wurden je 10 pl der vorbereiteten MTT-Ldsung direkt in jedes Well
und die Blanks gegeben. Nach einer zweieinhalbstiindigen Inkubation im Brutschrank wurde
das Zellkulturmedium abpipettiert und umgehend durch 100 ul DMSO ersetzt. AnschlieRend
wurden die Platten fur 5 Minuten bei 200 rpm in den Schittelinkubator gestellt und bei A = 550

nm im ELISA-Reader ausgelesen.

2.2.5.2. Calceinfarbung

Calcein wird mit einem Acetoxymethylester durch die Zellmembran transportiert und durch
eine Esterase in aktives Calcein umgewandelt, das Calcium binden kann. Dies resultiert in einer
starken griinen Fluoreszenz, die nur bei lebenden Zellen auftritt, da abgestorbene Zellen tber

keine aktiven Esterasen verfugen (Neri et al. 2001).
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Da fur die Organkulturen Uber die gesamte Kultivierungsdauer von 76 Stunden eine stabile
Qualitat gewahrleistet sein musste, wurde die Calceinfarbung als Nachweis der Intaktheit des
Gewebes zum Ende des Experimentes angewendet. Nur die Ringe, die eine abschlieRende
Zellviabilitat von uber 90 % aufwiesen, wurden in die hier vorliegende Arbeit aufgenommen
(Abb. 14a), wahrend Ringe mit weniger als 90 % Zellviabilitat ausscheiden mussten (Abb. 14b).
Zunachst wurde der Raum abgedunkelt und Calcein im Verhdltnis 1:250 mit warmem
Organkultur-Medium gemischt und in einer 12-Well-Platte vorgelegt. In diese Wells wurden
dann die Ringe ubergefihrt und 30 Minuten lang im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss
wurden diese zwei Mal mit PBS gewaschen und dann unter Fluroreszenzlicht bei Aex/Aem

497/517 beurteilt (Klettner et al. 2013b).

Abbildung 14: Lichtmikroskopische Photographien zweier Calcein-gefarbter Organkulturen zum
Vergleich in 10-facher VergroRerung. a) Intakte Organkultur. Der Vitalitatsanteil lag bei >90 %, also
wurde das Explantat in das Experiment aufgenommen. b) Beschadigte Organkultur. Dieses Praparat
musste aufgrund eines Einrisses ausscheiden.

2.2.5.3. Immunfluoreszenzfarbung

Neben den TEER-Messungen war die Immunfluoreszenzfarbung von Occludin ein weiteres
Nachweisverfahren flr die Verdnderungen der TJ, die durch die Stimulation verursacht worden
sein konnten. Die beiden Transmembranproteine Occludin und Claudin bilden gemeinsam die
apikalen Verschlusskontakte (TJ) flr die Versiegelung des Interzellularspalts zwischen den
RPE-Zellen und bestimmen dabei maligeblich die Barrierefunktion des Epithels (Lillmann-
Rauch 2012). Demnach diente die Immunfluoreszenzfarbung der optischen Analyse der durch
TLR-Stimulation hervorgerufenen Effekte auf die Blut-Retina-Schranke. Dabei wurde das
Verfahren nach Miura angewendet, das in einzelnen Punkten noch von den Organkulturen auf
RPE-Transwell-Versuche angepasst wurde (Miura et al. 2010a). Alle Schritte fanden an einer
offenen Arbeitsbank bei Raumtemperatur statt. Direkt nach der letzten TEER-Messung des
Stimulationsversuchs wurden die Zellen im Transwell-Insert 15 Minuten lang in 0,5 ml 4 %iger
Formaldehyd-Ldsung fixiert. Im Anschluss wurden sie drei Mal mit PBS gewaschen und dann
mit Triton X 100, das zu einem Anteil von 5 % in Aqua bidestillata gelost wurde, 15 Minuten
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lang permeabilisiert. Dieser Prozess wurde daraufhin durch 1 %ige BSA-L6sung, die am Tag
zuvor in PBS angesetzt und tiber Nacht bei 4 °C gekuhlt worden war, 20 Minuten lang blockiert.
Waéhrenddessen wurde der Primérantikdrper im Verhdltnis 1:100 in einer LOsung aus
2,5 %igem Triton X, das in der zuvor verwendeten 1 %igen BSA-L6sung geldst wurde,
angesetzt. Davon wurden schlief3lich 150 ul in jedes Well gegeben und die Platten bei 4 °C tber
Nacht in absoluter Dunkelheit gelagert. Die Schritte am darauffolgenden Tag wurden unter
lichtgeschutzten Bedingungen durchgefiihrt. Zuerst wurde der Roti-Immunoblock im
Verhéltnis 1:10 in Aqua bidestillata verdinnt und darin der Sekundarantikorper Alexa Fluor
555 anti-rabbit im Verhdltnis 1:1000 und der Fluoreszenzantikdrper Hoechst fiir die
Kernfarbung im Verhaltnis 1:500 gelost. Von diesem Ansatz wurden nach dreimaligem
Waschen der Zellen in PBS wieder 150 ul in die Wells gegeben und die Platten 60 Minuten
lang in einer abgedunkelten Kammer inkubiert. Danach folgte wieder ein zweimaliger
Waschvorgang mit PBS. Fir das Eindecken auf Objekttragern musste zundchst die jeweilige
Membran mit ihren aufliegenden Zellen mit einem feinen Skalpell aus dem Polystyrol-Kérper
des Transwell-Inserts herausgeschnitten werden. Dann wurde die Membran mit der Zellseite
nach oben auf einen bereitliegenden Objekttrager transferiert, zwei Tropfen des
Eindeckmediums Fluoromount-G auf die Zellen gegeben und ein Deckglaschen darlber
gezogen. Im Anschluss wurden die Objekttrager noch 24 Stunden lang lichtgeschitzt

getrocknet, bis diese unter dem Fluoreszenz-Mikroskop begutachtet werden konnten.

Die Immunfluoreszenzfarbung der Organkulturen diente der Ergdnzung der RPE-Transwell-
Experimente, um die Verdnderungen des Occludins in beiden Modellen zu vergleichen.
Zunachst wurde jeder einzelne Organkultur-Ring aus seiner Ussing-Kammer mit der schwarzen
Seite nach oben in ein eigenes Well mit 1 ml Organkultur-Medium auf einer 24-Well-Platte
uberflihrt. Darin folgten dann die weiteren Schritte, wie sie zuvor fir die RPE-Transwell-
Versuche beschrieben wurden. Es wurden lediglich zwei Anpassungen fiir die Organkulturen
aufgrund des grolReren VVolumenbedarfs vorgenommen: Die Wells wurden stets mit 1 ml der
entsprechenden Flissigkeiten gefullt und die Auftropfmenge der Antikorper betrug 600 pl. Fur
den Transfer der Organkultur auf den Objekttrdger musste der Ring zunéchst in seine zwei
Anteile auseinandergebaut werden, damit das Gewebe vorsichtig mithilfe zweier feiner
Pinzetten vom weillen Ring heruntergezogen werden konnte. Die restlichen Schritte

entsprachen wieder dem zuvor beschriebenen Protokoll.

Die Auswertung der Immunfluoreszenzbilder erfolgte einerseits durch den Vergleich der

gemessenen Intensitaten, welche zuvor im Bezug auf die jeweilige Belichtungszeit der Bilder
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normalisiert worden waren, und andererseits semiquantitativ. Bei diesem zweiten Verfahren
wurde unter Unkenntnis der jeweiligen Behandlung bei jedem Bild prozentual die Klarheit der

Zellgrenzen und der intrazelluldre Occludingehalt beurteilt.

2.2.6. Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Um die Konzentrationen der durch Stimulation freigesetzten pro-inflammatorischen Zytokine
TNF-a, IL-6 und IL-1p in den RPE- und Organkultur-Uberstinden zu messen, wurde der
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) angewendet. Bei diesem Verfahren handelte es
sich um einen quantitativen Nachweis der durch Antikdrper detektierten Proteine (Lin 2015).
Die spezifischen monoklonalen Antikorper lagen schon vorbeschichtet auf 96-Well-Platten vor
und banden nach Gabe der Uberstinde zunichst ihre Zielproteine. Daraufhin wurde ein weiterer
spezifischer monoklonaler Antikorper mit einer daran gekoppelten Peroxidase hinzugegeben,
der wiederum an das gleiche Zielprotein band. Nach griindlichem Auswaschen der
ungebundenen Antikorper wurde schlielflich eine Substratldsung hinzugefugt, die durch die
gebundenen Enzyme in blaue Reaktionsprodukte gespalten wurde. Durch Hinzugabe der Stopp-
Losung ergab sich dann ein gelber Farbumschlag, dessen Farbintensitit mit der
Proteinkonzentration korrelierte und photometrisch bei einer Wellenldnge von A = 450 nm

gemessen werden konnte.

2.2.7. Statistische Auswertung

Alle Experimente wurden mindestens drei Mal mit jeweils eigener Kontrolle unabhéngig
voneinander wiederholt, um die statistische Signifikanz zu ermitteln. Alle Berechnungen dieser
Arbeit wurden mithilfe des Excel-Programms der Software Microsoft Office 365 ProPlus und
der Statistik-Software GraphPad Prism7.0 durchgefihrt. Fur den Vergleich mehrerer Gruppen
wurde der nicht-parametrische, nicht-gepaarte Kruskal-Wallis Test verwendet. Im Falle einer
Signifikanz wurde diese mithilfe des nicht-parametrischen, nicht-gepaarten Mann-Whitney U
Tests Gberprift. Die Ausnahme bildeten die TEER-Experimente und die Messungen der basalen
und apikalen Zytokinsekretion, da hier zwei Gruppen direkt miteinander verglichen wurden. In
diesen Féllen wurde der nicht-parametrische, gepaarte Wilcoxon Matched-Pairs Signed Rank
Test durchgefiihrt. Bei einem p-Wert gleich oder kleiner als 0.05 (5 %) wurde das Ergebnis als
signifikant angenommen. In den Graphen wurden Mittelwert und Standardabweichung

dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Qualitatssicherung der Versuche

Um die Qualitat der Versuche gewéhrleisten zu konnen, wurden einerseits fir das RPE-
Transwell-Modell der MTT-Assay, andererseits fur die Organkulturen die Calceinfarbung und

die Farbung mit Brilliantblau G angewendet, welche im Methodenteil (2.2.) bereits erlautert

wurden.

3.1.1. MTT-Assay fur RPE-Transwell-Platten 24 Stunden nach Stimulation

Um zu erkennen, ob die Stimulanzien einen Einfluss auf das Zelliberleben haben, wurde nach
24-stiindiger Stimulation der primaren RPE-Zellen mit den TLR-Agonisten Pam2CSK4, Poly
I:C und LPS nach der abschliefenden TEER-Messung direkt der MTT-Assay angewendet.

Keine der untersuchten Stimulanzien hatte einen signifikanten Effekt auf die Zellviabilitat der

RPE-Zellen (p < 0,05) (Abb. 15a-c).

a) MTT, RPE: Pam b) MTT, RPE: Poly
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co Pam 10 Pam50 Pam 100 ng/ml co Polyl Polyl0 Poly100 ug/ml

¢) MTT, RPE: LPS
150

100
) I I I
0
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Abbildung 15: Zellviabilitat der primaren RPE-Zellen nach 24-stiindiger Stimulation mit den TLR-
Agonisten Pam (a), Poly I:C (b) und LPS (c); X-Achse: Konzentration der jeweiligen Stimulanz in

1 ml RPE-Medium. Y-Achse: Zellviabilitat in Prozent % (Kontrolle [co]= 100 %). Keine der
untersuchten Stimulanzien hat die Zellviabilitat der RPE-Zellen signifikant reduziert (n=3). Die
Signifikanz wurde mithilfe des Kruskal-Wallis Tests berechnet. Verdffentlicht in “Basolateral
activation with TLR agonists induces polarized cytokine release and reduces barrier function in RPE

in vitro” (Terheyden et al. 2021).
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3.1.2. Calceinfarbung

Da Calcein nur von lebenden Zellen aufgenommen werden kann, diente die Farbung als idealer
Nachweis fiir die Qualitat der Organkulturen. Nur die Explantate mit einem abschlieRenden
Vitalitatsanteil von > 90 % wurden fir die vorliegende Arbeit verwendet. Der prozentuale

Anteil dieser Praparate in Bezug auf alle praparierten Gewebe lag bei 51,1 %.

3.1.3. Nachweis der Dichte der Ussing-Kammern mit Brilliantblau G

Um die Dichte der Ussing-Kammern zu prifen, wurde dem basalen Kompartiment
Brilliantblau G-Farbstoff hinzugefiigt und nach 24 h gemessen, ob der Farbstoff in das apikale
Kompartiment Ubergetreten war. In 13,33 % aller durchgefiuhrten Experimente konnte
uberhaupt Farbstoff im apikalen Kompartiment nachgewiesen werden. Bei dem Experiment mit
dem hdochsten gemessenen Wert waren 2,84 % des Farbstoffes Ubergetreten. Es kann also
angenommen werden, dass die Dichte der Kammern fir die Versuche ausreichend
gewahrleistet war. Wahrend bei 93,48 % der in die Studie aufgenommenen Gewebekulturen
kein Brilliantblau G-Farbstoff im apikalen Kompartiment nachgewiesen werden konnte, lag
dieser Wert bei den ausgeschiedenen Gewebekulturen nur bei 76,1 %. Insofern kann dieser Test
zusétzlich als Beurteilungsfaktor hinzugezogen werden, um die subjektive optische Bewertung

der Calceinversuche auch objektiv zu quantifizieren.

3.2. Untersuchungen zur Integritat der Barriere

3.2.1. TEER- Messungen
Die Aufrechterhaltung der Blut-Retina-Schranke ist eine der Hauptfunktionen des RPE. Die

Barrierefunktion wurde mithilfe von TEER-Messungen bestimmt.

Nach 24-stindiger Stimulation mit dem TLR-Agonisten Pam2CSK4 ergab sich ein
signifikanter Abfall des TEER in allen getesteten Konzentrationen (Abb. 16a). Poly I:C
hingegen zeigte nur in der hdchsten Konzentration (100 pug/ml) eine signifikante Reduktion des
TEER (Abb. 16b). Unter der Stimulation mit LPS wiederum wurde in allen untersuchten
Konzentrationen eine signifikante Verringerung des TEER verzeichnet (Abb. 16¢) (p < 0,05).
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Abbildung 16: Transepithelialer Widerstand (TEER) der primaren RPE-Zellen vor (pre) und nach
(post) 24-stiindiger Stimulation mit den TLR-Agonisten Pam2CSK4 (a), Poly I:C (b) und LPS (c); X-
Achse: Konzentration der jeweiligen Stimulanz in 1 ml RPE-Medium. Y-Achse: TEER in Q - cm? nach
der Formel: TEER = (Messwert — Leerwert) (Q) - Membranfliche (cm?). Pam und LPS fiihrten in
allen Konzentrationen eine signifikante Reduktion des TEER herbei, Poly I:C hingegen nur in der
Konzentration 100 pg/ml (n=5). Signifikanzen wurden mit dem Wilcoxon matched-pairs signed rank
test zum Vergleich vor und nach Stimulation berechnet. * p < 0,05; ** p < 0,01. Veroffentlicht in
“Basolateral activation with TLR agonists induces polarized cytokine release and reduces barrier
function in RPE in vitro” (Terheyden et al. 2021).

3.2.2. Immunfluoreszenzfarbung

Da der TEER von der Integritdt der TJ entscheidend abhéngig ist, sollte anhand der
Immunfluoreszenzfarbung des TJ-Proteins Occludin der Frage nachgegangen werden, ob sich
die zellul&re Lokalisation des Occludins nach inflammatorischer Stimulation der RPE-Zellen
in Analogie zu den in 3.2.1. erhobenen Ergebnissen sichtbar verandert. Die Farbung wurde
sowohl an RPE-Zellkulturen als auch an Organkulturen durchgefiihrt. Von jedem Experiment
wurden je funf Bilder in 20- und funf Bilder in 63-facher VergroRerung aufgenommen und in
die Auswertung eingeschlossen. Die in den Abbildungen aufgefihrten Bilder zeigen
beispielhaft das verwendete Bildmaterial, auf dem die gefarbten RPE-Transwell-Zellkulturen
und Organkulturen zu sehen sind (Abb. 17j-m, 18j-m, 19d-g, 20d-g).

Zur Auswertung der Bilder wurde zunédchst von jedem Bild die Intensitat der Occludin-

Expression bestimmt und durch die jeweilige Belichtungszeit dividiert, um die Ergebnisse

44



vergleichbar zu machen. Allein auf den Bildern der mit dem TLR-Agonisten Poly I:.C
stimulierten Organkulturen in 20-facher VergroRerung konnte eine signifikante Anderung der
Intensitat der Occludin-Expression nachgewiesen werden, bei den anderen Bildanalysen wurde
keine signifikante Anderung der Intensitit festgestellt (Abb. 17a-c, 18a-c, 19a und 20a)
(p <0,05).
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Abbildung 17: Immunfluoreszenzfarbung der priméaren RPE-Zellkulturen nach 24-stiindiger
Stimulation mit TLR-Agonisten. 20-fache VergroRerung unter dem Immunfluoreszenz-Mikroskop, a-c)
Keiner der TLR-Agonisten hatte einen Einfluss auf die Intensitat des Occludinsignals. d-f)
Semiquantitative Auswertung der Klarheit der Zellgrenzen. Unter Pam (100 ng/ml) (d) und Poly I:C
(100 pg/ml) (e) veranderte sich die Verteilung des Occludins an den Zellgrenzen signifikant. g-i)
Semiquantitative Auswertung des intrazellularen Occludingehaltes. Die intrazellulére Verteilung des
Occludins wurde durch Stimulation mit Poly I:C in allen Konzentrationen (h) und LPS (0,1 und
10pg/ml) (i) signifikant veréndert. j-m) Beispielbilder - j) Kontrolle k) Pam2CSK4 (100 ng/ml), 1) Poly
I:C (100 pg/ml), m) LPS (10 pg/ml). Die Signifikanz wurde mit dem Kruskal-Wallis Test und dem
Mann-Whitney U Test ausgewertet. + = 0,01 > p < 0,05; ++ =0,001 > p < 0,01; +++ = p < 0,001.
Veroffentlicht in “Basolateral activation with TLR agonists induces polarized cytokine release and
reduces barrier function in RPE in vitro” (Terheyden et al. 2021).
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Als zweites Verfahren wurde die optische Bildauswertung als semiquantitative Analyse
angewandt, um dabei einerseits die Klarheit der Zellgrenzen und andererseits den
intrazellularen Occludingehalt prozentual zu einer vorher als 100 % festgelegten Kontrolle

einzuschatzen.
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Abbildung 18: Immunfluoreszenzfarbung der primaren RPE-Zellkulturen nach 24-stiindiger
Stimulation mit TLR-Agonisten. 63-fache VergroRerung unter dem Immunfluoreszenz-Mikroskop, a-c)
Keiner der TLR-Agonisten hatte einen Einfluss auf die Intensitat des Occludinsignals. d-f)
Semiquantitative Auswertung der Klarheit der Zellgrenzen. Unter Poly I:C (100 pg/ml) (e) und LPS (1
und 10 pg/ml) (f) verénderte sich die Verteilung des Occludins an den Zellgrenzen signifikant. g-i)
Semiquantitative Auswertung des intrazelluldren Occludingehaltes. Die intrazelluldre Verteilung des
Occludins wurde durch Stimulation mit Poly 1:C (1 und 10 pg/ml) (h) und LPS (1 pg/ml) (i)
signifikant veréndert. j-m) Beispielbilder - j) Kontrolle, k) Pam2CSK4 (100 ng/ml), I) Poly I:C

(100 pg/ml), m) LPS (10 pg/ml). Die Signifikanz wurde mit dem Kruskal-Wallis Test und dem Mann-
Whitney U Test ausgewertet. + = 0,01 > p <0,05; ++ =0,001 > p <0,01; +++ = p < 0,001.
Verdffentlicht in “Basolateral activation with TLR agonists induces polarized cytokine release and
reduces barrier function in RPE in vitro” (Terheyden et al. 2021).

In der primaren RPE-Zellkultur &nderte sich die Klarheit der Zellgrenzen signifikant in 20-
facher VergrolRerung fur Pam2CSK4 (100 ng/ml) und Poly I:C (100 pg/ml) (Abb. 17d-f) und
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in 63-facher VergroRerung sowohl fir Poly I:C (100 pg/ml) als auch LPS (1 und 10 pg/ml)
(Abb. 18d-f) (p < 0,05). Ein signifikanter Anstieg des intrazellularen Occludingehalts wurde in
20-facher VergroRerung fir Poly I:C in allen getesteten Konzentrationen und LPS (0,1 und 10
pg/ml) (Abb. 17g-i) und in 63-facher VergroRerung ausschliellich fir Poly I:C (1 und 10
pg/ml) und LPS (1 pg/ml) nachgewiesen (Abb. 18g-i) (p < 0,05).
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Abbildung 19: Imunfluoreszenzfarbung der Organkulturen nach 24-stindiger Stimulation mit TLR-
Agonisten. 20-fache VergréBerung unter dem Immunfluoreszenz-Mikroskop, a) Unter Poly I:C (100
pg/ml) anderte sich die Intensitit des Occludinsignals signifikant. b) Semiquantitative Auswertung der
Klarheit der Zellgrenzen. Unter Poly I:C (100 pg/ml) und LPS (10 pg/ml) veranderte sich die
Verteilung des Occludins an den Zellgrenzen signifikant. ¢) Semiquantitative Auswertung des
intrazellularen Occludingehaltes. Keiner der TLR-Agonisten hatte einen Einfluss auf die intrazellulare
Verteilung des Occludins. d-g) Beispielbilder - d) Kontrolle, €) Pam2CSK4 (100 ng/ml), f) Poly I:C
(100 pg/ml), g) LPS (10 pg/ml). Die Signifikanz wurde mit dem Kruskal-Wallis Test und dem Mann-
Whitney U Test ausgewertet. + = p < 0,05; +++ = p < 0,001. Verdffentlicht in “Basolateral
activation with TLR agonists induces polarized cytokine release and reduces barrier function in RPE
in vitro” (Terheyden et al. 2021).

Bei den Organkulturen konnte in 20-facher VergréRerung ein signifikanter Abfall der Klarheit
der Zellgrenzen fir Poly I:C (100ug/ml) und LPS (10pg/ml) festgestellt werden (Abb. 19b), in
63-facher VergroRerung hingegen fur keine der Stimulanzien (Abb. 20b) (p < 0,05). Wahrend
bei den Bildern in 20-facher VergréRerung keine signifikante Anderung der intrazellularen
Occludinverteilung zu verzeichnen war (Abb. 19¢), zeigte sich diese in 63-facher VVergroRerung
flr LPS (10 pg/ml) (Abb. 20c) (p < 0,05).
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Abbildung 20: Immunfluoreszenzfarbung der Organkulturen nach 24-stiindiger Stimulation mit TLR-
Agonisten. 63-fache VergréBerung unter dem Immunfluoreszenz-Mikroskop, a) Keiner der TLR-
Agonisten hatte einen Einfluss auf die Intensitat des Occludinsignals. b) Semiquantitative Auswertung
der Klarheit der Zellgrenzen. Keiner der TLR-Agonisten hatte einen Einfluss auf die Verteilung des
Occludins an den Zellgrenzen c) Semiquantitative Auswertung des intrazellularen Occludingehaltes.
Die intrazellulare Verteilung des Occludins &nderte sich allein durch Stimulation mit LPS 10 pg/ml
signifikant. d-g) Beispielbilder — d) Kontrolle, e) Pam2CSK4 (100 ng/ml), f) Poly 1:C (100 pg/ml), g)
LPS (10 pg/ml). Die Signifikanz wurde mit dem Kruskal-Wallis Test und dem Mann-Whitney U Test
ausgewertet. + = p < 0,05. Verdffentlicht in “Basolateral activation with TLR agonists induces
polarized cytokine release and reduces barrier function in RPE in vitro” (Terheyden et al. 2021).

3.3. Untersuchungen der apikalen und basalen Zytokin-Sekretion im ELISA

Im folgenden Abschnitt wurden die apikalen und basalen Uberstiande der RPE-Zellen sowohl
aus den primaren RPE-Transwell-Kulturen als auch den Organkulturen nach 24-stiindiger
basolateraler Stimulation mit Pam2CSK4, Poly I:C und LPS auf die Zytokine TNF-a, IL-6 und
IL-1B hin untersucht.

3.3.1. ELISA der RPE-Uberstande nach 24-stiindiger Stimulation

3.3.1.1. TNF-a

TNF-o wurde weder apikal (Mittelwert = 0,268 pg/ml) noch basal (Mittelwert = 0,05 pg/ml)
konstitutiv von den RPE-Zellen ausgeschttet. Pam2CSK4 induzierte apikal und basal in allen
getesteten Konzentrationen (10, 50 und 100 ng/ml) eine signifikante Erhohung von TNF-a
(Abb. 21a), apikal fur die Konzentration 10 ng/ml mit einer Signifikanz von p < 0,05, in allen
anderen Konzentrationen sowohl apikal als auch basal mit einer Signifikanz von p < 0,01. Der
Unterschied zwischen basal und apikal war nicht signifikant. Poly I:C induzierte apikal nur in
der Konzentration 100 pg/ml (p < 0,05), basal hingegen in den Konzentrationen 1 und 100
pug/ml TNF-a (Abb. 21b) (p < 0,01). Der Unterschied zwischen basal und apikal war ebenfalls
nicht signifikant. LPS induzierte apikal und basal in allen getesteten Konzentrationen (0,1, 1
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und 10 pg/ml) signifikant TNF-a (Abb. 21c), apikal fur die Konzentrationen 0,1 und 1 pg/ml
mit einer Signifikanz von p < 0,05, apikal in der Konzentration 10 pug/ml und basal fir alle
getesteten Konzentrationen mit einer Signifikanz von p < 0,01. Es waren keine signifikanten
Unterschiede zwischen basaler und apikaler Sekretion festzustellen.
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Abbildung 21: Apikale und basale Sekretion des Zytokins TNF-a von primdren RPE-Zellen nach 24-
stlindiger Stimulation mit TLR-Agonisten. X-Achse: Konzentration der jeweiligen Stimulanz pro ml
RPE-Medium. Y-Achse: Konzentration von TNF-a pro ml. TNF-a wurde apikal und basal durch Pam
(a) und LPS (c) in allen getesteten Konzentrationen induziert, wahrend Poly 1:C (b) die basale
Sekretion bei 1 und 100 pg/ml und die apikale Sekretion nur bei 100 pg/ml induzierte. Es gab keine
Unterschiede zwischen basaler und apikaler Sekretion (n=>5). Signifikanzen wurden mit dem Kruskal-
Wallis Test, dem Mann-Whitney U Test, + = p < 0,05; ++ = p < 0,01, verglichen mit der Kontrolle,
und dem Wilcoxon matched-pairs signed rank test fiir den Vergleich zwischen apikal und basal
berechnet. Verdffentlicht in “Basolateral activation with TLR agonists induces polarized cytokine
release and reduces barrier function in RPE in vitro” (Terheyden et al. 2021).

3.3.1.2. IL-6

Unstimulierte RPE-Zellen sezernierten apikal (Mittelwert = 108,998 pg/ml) und basal
(Mittelwert = 44,813 pg/ml) kleine Mengen an IL-6. Pam2CSK4 induzierte sowohl apikal als
auch basal in allen getesteten Konzentrationen (10, 50 und 100 ng/ml) signifikant die
Ausschittung von IL-6 (Abb. 22a) (p < 0,01). Hierbei war zwischen der apikalen und basalen
Sekretion kein signifikanter Unterschied festzustellen.

49



a) IL-6, RPE: Pam b) IL-6, RPE: Poly

2500 1600 -
T4 + 1
T 1400
2000 == "
I N I 1200
— 1500 : w _ 1000
5 mapikal E 800 m apikal
)
= 1000 basal = 600 basal
+
500 400 a JTF
200 ﬁ
+
T -
0 - ng/ml 0 ﬁ pg/ml
co Pam 10 Pam 50 Pam 100 co Poly 1 Poly 10 Poly 100

c¢) IL-6, RPE: LPS

3000
+ +
2500 oty
1t 07 17

2000 [ W
E 1500 } m apikal
1]
= basal

1000

500

0 mms

png/ml
co LPS0.1 LPS1 LPSI10

Abbildung 22: Apikale und basale Sekretion des Zytokins IL-6 von priméren RPE-Zellen nach 24-
stindiger Stimulation mit TLR-Agonisten. X-Achse: Konzentration der jeweiligen Stimulanz pro mi
RPE-Medium. Y-Achse: Konzentration von IL-6 pro ml. IL-6 wurde durch die Stimulation mit Pam (a)
und LPS (c) basal und apikal in allen Konzentrationen signifikant ausgeschdttet. Poly I:C induzierte
basal in allen Konzentrationen die Sekretion von IL-6, wahrend die apikale Sekretion allein durch 100
pg/ml induziert wurde (b). Es gab keine Unterschiede zwischen basaler und apikaler Sekretion (n=5).
Signifikanzen wurden mit dem Kruskal-Wallis Test, dem Mann-Whitney U Test, + = p < 0,05; ++ =p
< 0,01, verglichen mit der Kontrolle, und dem Wilcoxon matched-pairs signed rank test fir den
Vergleich zwischen apikal und basal berechnet. Verdffentlicht in “Basolateral activation with TLR

agonists induces polarized cytokine release and reduces barrier function in RPE in vitro” (Terheyden
et al. 2021).

Poly I.C induzierte sowohl basal als auch apikal klar konzentrationsabhangig IL-6. Auf apikaler
Seite wurde nur in der Konzentration 100 pg/ml (p < 0,05), basal in allen getesteten
Konzentrationen (1, 10 und 100 pg/ml) signifikant 1L-6 sezerniert (Abb. 22b), fur die
Konzentration 1 pg/ml mit einer Signifikanz von p < 0,05, fiir die Konzentrationen 10 und 100
png/ml mit einer Signifikanz von p < 0,01. Zwischen apikaler und basaler Sekretion war dabei
ebenfalls kein signifikanter Unterschied nachweisbar, bemerkenswert ist jedoch, dass die
Sekretion bei 100 pg/ml bedeutend stérker induziert wurde im Vergleich zu den beiden
niedrigeren Konzentrationen. LPS induzierte sowohl basal als auch apikal in allen getesteten
Konzentrationen (0,1, 1 und 10 pg/ml) signifikant grofle Mengen von IL-6 (Abb. 22c)
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(p <0,01). Es gab auch hier keinen signifikanten Unterschied zwischen basaler und apikaler
Sekretion.

3.3.1.3. IL-1p

IL-18 wurde nur in kaum nachweisbaren Mengen von den unstimulierten RPE-Zellen apikal

(Mittelwert = 4,819 pg/ml) und basal (Mittelwert = 2,940 pg/ml) sezerniert.
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Abbildung 23: Apikale und basale Sekretion des Zytokins IL-1[3 von primaren RPE-Zellen nach 24-
stlindiger Stimulation mit TLR-Agonisten. X-Achse: Konzentration der jeweiligen Stimulanz pro ml
RPE-Medium. Y-Achse: Konzentration von IL-15 pro ml. IL-1p wurde apikal und basal durch Pam (a)
und LPS (c) in allen Konzentrationen induziert, nicht jedoch durch Poly 1:C (b). Es gab keine
Unterschiede zwischen basaler und apikaler Sekretion (n=5). Signifikanzen wurden mit dem Kruskal-
Wallis Test, dem Mann-Whitney U Test, + = p < 0,05; ++ = p < 0,01, verglichen mit der Kontrolle,
und dem Wilcoxon matched-pairs signed rank test fiir den Vergleich zwischen apikal und basal
berechnet. Verdffentlicht in “Basolateral activation with TLR agonists induces polarized cytokine
release and reduces barrier function in RPE in vitro” (Terheyden et al. 2021).

Pam2CSK4 induzierte apikal und basal eine signifikante Steigerung der IL-1R-Sekretion in
allen der getesteten Konzentrationen (10, 50 und 100 ng/ml) (23a). Bis auf die basale Sekretion
in der Konzentration 10 ng/ml mit einer Signifikanz von p < 0,05 lag die Signifikanz apikal und
basal in allen Konzentrationen bei p < 0,01. Die Stimulation mit Poly I:C zeigte hingegen

keinen signifikanten Einfluss auf die IL-1R-Sekretion der RPE-Zellen (23b) (p < 0,05). LPS
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induzierte sowohl basal als auch apikal in allen getesteten Konzentrationen (0,1, 1 und 10
pg/ml) die Sekretion von IL-18 (Abb. 23c) (p < 0,01). Bei keinem der TLR-Agonisten war ein
signifikanter Unterschied zwischen basaler und apikaler Sekretion feststellbar.

3.3.2. ELISA der Organkultur-Uberstande nach 24-stiindiger Stimulation

3.3.2.1. TNF-a

Bei den unstimulierten Organkulturen konnte ausschlieBlich auf der basalen Seite eine
Sekretion von TNF-a festgestellt werden (MW = 216,330 pg/ml). Pam2CSK4 induzierte in der
Konzentration 50 ng/ml weder apikal noch basal eine signifikante Erhdhung von TNF-a,
wohingegen in der Konzentration 100 ng/ml nur apikal kein Effekt zu sehen, jedoch basalseits

ein signifikanter Anstieg zu verzeichnen war (Abb. 24a und b) (p < 0,05).
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Abbildung 24: Apikale und basale Zytokinsekretion von TNF-a der Organkulturen nach 24-stiindiger
Stimulation mit TLR-Agonisten in je niedriger (a) und hoher Konzentration (b). X-Achse:
Konzentration der jeweiligen Stimulanz pro ml RPE-Medium. Y-Achse: Konzentration von TNF-a pro
ml. In unbehandelten Organkulturen wurden nur geringe Mengen von TNF-a auf der basalen Seite
ausgeschdttet. In der niedrigen Konzentration wurde die TNF-a-Sekretion nur durch Poly I:C apikal
und LPS basal induziert. In der hohen Konzentration hingegen induzierten Poly 1:C und LPS apikal
und basal die TNF-a-Sekretion signifikant, Pam nur basal. Die Unterschiede zwischen basaler und
apikaler Sekretion sind statistisch signifikant (n=6). Die Signifikanzen wurden mit dem Kruskal-
Wallis Test und dem Mann-Whitney U Test berechnet. * = p < 0,05, ** = p < 0,01; + = p < 0,05, ++
=p <0,01; +++ =p < 0,001. Verdffentlicht in “Basolateral activation with TLR agonists induces
polarized cytokine release and reduces barrier function in RPE in vitro” (Terheyden et al. 2021).

Poly I:C induzierte in der Konzentration 10 pg/ml nur apikal (p < 0,01), jedoch in der
Konzentration 100 pg/ml sowohl apikal als auch basal signifikant TNF-a (Abb. 24a und b)
(p <0,001). LPS induzierte in der Konzentration 1 pg/ml nur basal einen signifikanten Anstieg
von TNF-a (p < 0,05), in der Konzentration 10 pg/ml hingegen sowohl apikal als auch basal
(Abb. 24a und b) (p < 0,001). Wahrend in der jeweils niedrigeren Konzentration keine
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Unterschiede zwischen basaler und apikaler Sekretion festzustellen waren (Abb. 24a), waren
diese in der hoheren Konzentration fur alle TLR-Agonisten signifikant (p < 0,05), auch fir die

unbehandelte Kontrolle mit einer Signifikanz von p < 0,01 (Abb. 24b).

3.3.2.2.IL-6

Die unbehandelten Organkulturen sezernierten konstitutiv apikal (MW= 341,418 pg/ml) und
basal (MW= 1917,899 pg/ml) IL-6 mit deutlicher Betonung der basalen Seite (Abb. 25a und
b). Wéhrend in der niedrigeren Konzentration bei keinem der TLR-Agonisten eine signifikante
Induktion der IL-6-Sekretion zu sehen war, wurde diese in der héheren Konzentration durch
alle Stimulanzien sowohl apikal als auch basal signifikant induziert (Abb. 25a und b) (p <0,01).
Ein signifikanter Unterschied zwischen apikaler und basaler Sekretion zeigte sich lediglich bei

den Experimenten der hoheren Konzentration fir die Kontrolle (Abb. 25b) (p < 0,01).
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Abbildung 25: Apikale und basale Zytokinsekretion von IL-6 der Organkulturen nach 24-stiindiger
Stimulation mit TLR-Agonisten in je niedriger (a) und hoher Konzentration (b). X-Achse:
Konzentration der jeweiligen Stimulanz pro ml RPE-Medium. Y-Achse: Konzentration von IL-6 pro
ml. IL-6 wurde in unbehandelten Organkulturen konstitutiv basal sezerniert. Pam, Poly I:C und LPS
induzierten nur in der hoheren Konzentration sowohl apikal als auch basal die Sekretion von IL-6. Es
zeigten sich keine Unterschiede zwischen apikaler und basaler Sekretion. Die Signifikanzen wurden
mit dem Kruskal-Wallis Test und dem Mann-Whitney U Test berechnet. * = p<0,05; ++ = p<0,01.
Verdffentlicht in “Basolateral activation with TLR agonists induces polarized cytokine release and
reduces barrier function in RPE in vitro” (Terheyden et al. 2021).

3.3.2.3. IL-1p

IL-1R wurde konstitutiv von den RPE-Zellen apikal (3,823 pg/ml) und basal (MW= 116,424
pg/ml) sezerniert, allerdings lag auch hier die Betonung deutlich auf der basalen Seite (Abb.
26a und b). In Analogie zu den Ergebnissen in 3.3.2.2. wurde auch hier in der niedrigeren
Konzentration durch keinen der drei TLR-Agonisten eine signifikante Ausschittung von IL-1
induziert, wohingegen sich bei der hoheren Konzentration fir alle Stimulanzien sowohl basal

als auch apikal ein signifikanter Anstieg der IL-1R-Sekretion zeigte (Abb. 26a und b), apikal
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fir Pam2CSK4 mit einer Signifikanz von p < 0,05, fir Poly I:C mit einer Signifikanz von p <
0,01 und fir LPS sogar mit einer Signifikanz von p < 0,001, basal fir Pam2CSK4 mit einer
Signifikanz von p < 0,01 und fiir Poly I:C und LPS mit einer Signifikanz von p < 0,001.
Wéhrend in der niedrigeren Konzentration keine Unterschiede zwischen apikaler und basaler
Sekretion festzustellen waren, waren diese in der hoheren Konzentration sowohl bei der
Kontrolle (p < 0,01) als auch bei allen der durch TLR-Agonisten stimulierten Organkulturen
signifikant (p < 0,05) (Abb. 26a und b).
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Abbildung 26: Apikale und basale Zytokinsekretion von IL-1R der Organkulturen nach 24-stiindiger
Stimulation mit TLR-Agonisten in je niedriger (a) und hoher Konzentration (b). X-Achse:
Konzentration der jeweiligen Stimulanz pro ml RPE-Medium. Y-Achse: Konzentration von IL-18 pro
ml. In den unbehandelten Organkulturen wurden kleine Mengen von IL-18 basal sezerniert. Nur in der
hoheren Konzentration induzierten Pam, Poly I:C und LPS die Sekretion signifikant apikal und basal
mit deutlicher Betonung der basalen Sekretion. Die Unterschiede zwischen basaler und apikaler
Sekretion sind statistisch signifikant (n=6). Die Signifikanzen wurden mit dem Kruskal-Wallis Test
und dem Mann-Whitney U Test berechnet. * = p<0,05; ** = p<0,01; + = p<0,05; ++ = p<0,01;
+++4+ =p<0,001. Verdffentlicht in “Basolateral activation with TLR agonists induces polarized
cytokine release and reduces barrier function in RPE in vitro” (Terheyden et al. 2021).

3.4. Versuche mit neuronalen Zellen

3.4.1. MTT-Assay fiir SH-SY5Y-Zellen stimuliert mit RPE-Uberstianden nach 24 Stunden
Neben dem ELISA wurde der andere Teil der apikalen Uberstande, die nach 24-stiindiger
Stimulation des primaren RPE mit den TLR-Agonisten Pam2CSK4, Poly I:C und LPS
gewonnen worden waren, auf undifferenzierte SH-SY5Y-Zellen gegeben und nach 24 Stunden
ein MTT-Assay angewandt. Uber dieses Verfahren sollte der Einfluss der apikalen Uberstinde
auf neuronale Zellen getestet werden, um Uber dieses Modell auf die Zelltoxizitat fur die
Photorezeptoren schlieBen zu kénnen. Es stellte sich heraus, dass keiner der Uberstande einen
signifikanten Einfluss auf das Uberleben der SH-SY5Y-Zellen hatte (p < 0,05) (Abb. 27a-c).
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Abbildung 27: MTT-Assay der SH-SY5Y-Zellkulturen nach 24-stiindiger Stimulation mit RPE-
Uberstanden (RPE-US), welche aus den Versuchen gewonnen wurden, in denen das RPE 24 h lang
mit a) Pam2CSK4, b) Poly 1:C und c) LPS, stimuliert worden war, und zugehdrigen Kontrollen; X-
Achse: Konzentration der Stimulanzien in 1ml RPE-Medium. Y-Achse: Zellviabilitat in Prozent %
(Kontrolle [co]= 100 %). Keine der untersuchten Stimulanzien hat die Zellviabilitat der RPE-Zellen
signifikant reduziert (n=3). Die Signifikanz wurde mithilfe des Kruskal-Wallis Tests und des Mann-
Whitney U Tests berechnet. Verdffentlicht in “Basolateral activation with TLR agonists induces
polarized cytokine release and reduces barrier function in RPE in vitro” (Terheyden et al. 2021).

3.4.2. MTT-Assay fur SH-SY5Y-Zellen stimuliert mit Organkultur-Uberstanden nach
24 Stunden

Ebenfalls wurden die apikalen Organkultur-Uberstinde, die nach 24-stiindiger Inkubation der
Geweberinge unter Stimulation mit den TLR-Agonisten Pam2CSK4, Poly I:C und LPS in
niedrigerer und hoherer Konzentration abgenommen worden waren, auf undifferenzierte SH-
SY5Y-Zellen gegeben und nach 24-stundiger Inkubation im MTT-Assay die Zellviabilitat
bestimmt. Auch hier konnten weder bei der niedrigeren Konzentration (Abb. 28a) noch bei der
hoheren Konzentration (Abb. 28b) signifikante Veradnderungen der Zellviabilitat der SH-SY5Y
durch die Uberstande festgestellt werden (p < 0,05).
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Abbildung 28: MTT-Assay der SH-SY5Y-Zellkulturen nach 24-stundiger Stimulation mit Organkultur-
Uberstanden (OK-US), welche aus den Versuchen gewonnen wurden, in denen die Organkulturen

24 h lang mit TLR-Agonisten in je niedriger (a) und hoher Konzentration (b) stimuliert worden waren,
und zugehdrigen Kontrollen; X-Achse: Konzentration der Stimulanzien in 1ml RPE-Medium. Y-Achse:
Zellviabilitat in Prozent % (Kontrolle [co]= 100 %). Keine der untersuchten Stimulanzien hat die
Zellviabilitat der RPE-Zellen signifikant reduziert (n=3). Die Signifikanz wurde mithilfe des Kruskal-
Wallis Tests und des Mann-Whitney U Tests berechnet. Verdffentlicht in “Basolateral activation with

TLR agonists induces polarized cytokine release and reduces barrier function in RPE in vitro”
(Terheyden et al. 2021).

4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen der Stimulation der Toll-like-Rezeptoren 2, 3 und 4
auf porcinem retinalem Pigmentepithel in Hinblick auf seine Barrierefunktion, die
Polarisierung der Zytokinsekretion sowie schlieflich auch sein Einfluss auf die neuronale
Zellviabilitat untersucht. Als Modelle wurden zum einen primare RPE-Zellen, die flr die
Kultivierung nicht passagiert wurden, und zum anderen Organkulturen verwendet. Beide
Zellkulturen wurden aus dem Schweineauge préapariert. Das Schweineauge eignet sich gut als
Modell fiir das menschliche Auge und ist ihm generell ahnlicher als zum Beispiel das Auge von
Nagetieren. Besonders in Bezug auf die Netzhaut kommt die Anatomie des Schweineauges der
des menschlichen Auges sehr nahe, da Schweine im Gegensatz zu Mausen tagaktiv sind und
deshalb mit einem Sehstreifen ausgestattet sind, der eine hohe Zapfendichte aufweist (Guduric-
Fuchs et al. 2009; Hendrickson und Hicks 2002; Middleton 2010). Da die RPE-Zellen und
Organkulturen aus Augen von genetisch heterogenen Schweinen, die in nicht-sterilen
Umgebungsbedingungen  aufgewachsen  waren,  prdpariert  wurden, kann die
Standardabweichung hoher sein, als wenn Zelllinien oder Inzucht-Mausstdimme verwendet
worden waren. Andererseits bilden sie durch ihre Heterogenitat deutlich besser die

lebensechten Bedingungen ab (Hettich et al. 2014).
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Ein Fokus dieser Arbeit war die Untersuchung der Barrierefunktion des RPE. Dazu wurden
primdre RPE-Zellen so lange auf Transwell-Platten kultiviert, bis sich ein stabiler TEER
eingestellt hatte. Der durchschnittliche Wert fiir einen stabilen Wert lag hier bei 140.8 + 55.4
Q*cm?, was sich innerhalb des Rahmens der TEER-Messwerte bewegt, die auch fiir adulte
menschliche RPE-Zellen bereits publiziert worden sind (Quinn und Miller 1992). Dabei ist zu
bemerken, dass fetale RPE Zellen weitaus hohere TEER-Messwerte erzielen kénnen (Rizzolo
2014). Jedoch bilden diese die Situation einer ausgewachsenen RPE-Zellschicht, die
jahrelangen inflammatorischen Schéden im Kontext der AMD ausgesetzt war, nicht gut ab
(Klettner 2020a). Zudem zeigten sich in der Immunfluoreszenzfarbung des Occludins der
primédren RPE-Zellen deutliche Zellgrenzen, was auf eine funktionstiichtige Barriere hindeutet.
Weiterhin wurden nur primére Zellen ohne Passagierung verwendet. Diese zeigen eine weitaus
hohere Pigmentierung und RPE-Morphologie als passagierte RPE-Zellen (Klettner 2020a).
Daruber hinaus verandert sich das Sekretionsmuster der Zytokine im Laufe der Passagierung,
weshalb fir die Ermittlung von Zytokinen der Gebrauch von unpassagierten Zellen empfohlen
wird (Klettner 2020a; Cao et al. 2013). Im Gegensatz zu den primdren RPE-Zellkulturen
enthalten Organkulturen noch die Bruch’sche Membran und die Choroidea und kommen
dadurch der ,,in vivo“-Situation naher. Aullerdem verhindert die Kultivierung der ganzen
Organkultur-Explantate eine Ablésung der RPE-Zellschicht aus dem natirlichen
Gewebekomplex. Dadurch werden die Barriereeigenschaften wahrend der Prdparation nicht
gestort. Sowohl die Kultivierung von RPE-Zellen auf Transwell-Platten als auch von
Organkulturen in Ussing-Kammern ermdglicht eine Unterscheidung zwischen apikaler und
basaler Sekretion (Treumer et al. 2012; Klettner et al. 2015).

Unstimulierte primare RPE-Zellen sezernierten geringe Mengen von TNF-a, IL-6 und IL-1p.
Die Organkulturen hingegen zeigten eine deutliche Sekretion von IL-6 auf der basalen, jedoch
nicht auf der apikalen Seite. Bei den primaren RPE-Zellen induzierten sowohl Pam als auch
LPS alle der drei untersuchten Zytokine TNF-a, IL-6 und IL-1f in allen getesteten
Konzentrationen, wobei IL-6 am starksten induziert wurde (> 1000 pg/ml), IL-1B in einem
geringeren Umfang (zwischen 100 und 200 pg/ml) und TNFa in einem noch niedrigeren
Ausmal (< 100 pg/ml). Poly I:C erreichte nur in der hochsten Konzentration, die untersucht
wurde, dhnliche Mengen an IL-6 und TNF-o, wihrend bei IL-1B sogar eine signifikante
Induktion génzlich ausblieb. Bei den primdren RPE-Zellkulturen konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen basaler und apikaler Sekretion festgestellt werden. Bei den Organkultur-

Experimenten wurden zwei Konzentrationen getestet. In der jeweils niedrigeren Konzentration
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zeigten sich ausschlieBlich fur die TNF-a-Sekretion apikal unter Stimulation mit Poly I:C und
basal mit LPS signifikante Ergebnisse. Es waren keine Unterschiede zwischen apikaler und
basaler Sekretion festzustellen. In der jeweils htheren Konzentration induzierten alle TLR-
Agonisten sowohl apikal als auch basal grofe Mengen an IL-6. Die Sekretion von IL-13 und
TNF-a wurde berwiegend auf der basalen und zu einem geringeren AusmaR auch auf der
apikalen Seite durch alle TLR-Agonisten induziert. Allein Pam induzierte in der héheren
Konzentration auf der apikalen Seite keine TNF-a-Sekretion. Die Unterschiede zwischen
apikaler und basaler Sekretion waren in den héheren Konzentrationen im Gegensatz zu den
niedrigeren getesteten Konzentrationen fur alle TLR-Agonisten signifikant. Im Gegensatz zu
diesen Ergebnissen zeigt eine Studie, die im Handel erwerbliche primére menschliche RPE-
Zellen und die ARPE-19-Zelllinie verwendet hat, eine berwiegend apikale Sekretion von
IL-18 (Mohr et al. 2015). Jedoch wurde die inflammatorische Antwort hierbei nicht durch
Aktivierung der TLR, sondern durch Aktivierung des Inflammasoms induziert. Obwohl es dort
nicht genau beschrieben wird, ist es sehr wahrscheinlich, dass die Stimulation auf der apikalen
Seite, und nicht - wie in dieser Arbeit - von der basalen Seite aus stattfand. Eine Inflammasom-
Aktivierung auf der apikalen Seite des RPE induziert sehr wahrscheinlich eine andere
Polarisierung der Zytokinausschuttung als die basale TLR-Stimulation. Dies steht im Einklang
mit einer Studie, welche die Sekretion von IL-6 und I1L-8 nach apikaler und basaler Stimulation
mit IL-1B untersuchte und zeigte, dass die basale Stimulation eine starkere Sekretion auf der

basalen Seite induzierte (Holtkamp et al. 1998).

RPE-Zellen antworten auf pro-inflammatorische Aktivierung mit der Sekretion von Zytokinen.
Die genaue Verteilung und der Grad der Sekretion hdngen von dem schédigenden Ereignis ab
(Kumar et al. 2004; Paeng et al. 2015; Wornle et al. 2011; Planck et al. 1992). Es ist interessant,
dass die basal stimulierten Organkulturen vor allem auf der basalen Seite reagierten. Zudem
war die Antwort fur die verschiedenen getesteten Zytokine unterschiedlich - wéahrend IL-6 auch
auf der apikalen Seite induziert wurde, wurden IL-1f und TNF-a iberwiegend auf der basalen
Seite induziert. Die basale Antwort der Organkulturen kann mit der Seite der Stimulation
zusammenhangen, wobei eine basale Stimulation eine stérkere basale Antwort induzieren kann
(Holtkamp et al. 1998). Es kann jedoch auch ein Versuch des RPE sein, die inflammatorische
Antwort zu regulieren, um sich selbst und die Retina zu schiitzen. Sowohl IL-1 als auch TNF-a
gelten als neurotoxisch, vor allem im geschadigten Gewebe (Viviani et al. 2004). IL-6
andererseits kann sowohl neurotoxische als auch neuroprotektive Wirkungen auf die Retina
haben (Leibinger et al. 2013; Sappington et al. 2006; Heo et al. 2018). Dies steht im Einklang
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mit vorausgegangenen Studien, welche die Bemihungen des RPE betrachten, die
inflammatorische Antwort in Kommunikation mit Mikroglia und Makrophagen zu regulieren,
wobei das RPE einerseits eine differenzierte pro-inflammatorische Antwort in den Mikroglia
induziert (Klettner et al. 2014) und andererseits einen dampfenden Effekt auf die Makrophagen
ausubt (Hettich et al. 2014). Das RPE ist stark in die Regulation der pro-inflammatorischen
Antwort in der Retina involviert, wo es ein Gleichgewicht zwischen der effektiven
Immunantwort auf das Gefahrensignal und der Notwendigkeit, das retinale Gewebe vor einer
Schédigung durch die Inflammation zu schiitzen, herzustellen versucht.

Wie oben ausgefihrt wurde, kann diese polarisierte Antwort nur in Organkulturen, nicht aber
in den primédren RPE-Zellkulturen gefunden werden. Dies kdnnte durch eine mangelnde
Barrierefunktion und die Unfahigkeit der primdren RPE-Zellen, eine polarisierte
Zytokinausschuttung zu entwickeln, erklart werden. Wie oben ausgefiihrt, war der TEER
jedoch fir adulte RPE-Zellen adaquat und die Occludinfarbung lasst auf funktionierende Tight
Junctions schlieBen (Quinn und Miller 1992). Dartiber hinaus konnte eine polarisierte Sekretion
von IL-6 bereits bei Zellen mit einem weitaus niedrigeren TEER (20 Q*cm?) nachgewiesen
werden (Holtkamp et al. 1998). Die wahrscheinlichste Erklarung fir den Unterschied der
polarisierten Sekretion zwischen primdren RPE-Zellkulturen und Organkulturen ist die
Interaktion von RPE und Choroidea in der Organkultur, welche die Zellen dazu beféhigen kann,
auf eine Weise, welche der ,,in vivo“-Situation ahnelt, zu reagieren (Klettner und Miura 2019).
Jedoch muss auch erwogen werden, dass die Choroidea Zelltypen enthélt, die auf die TLR-
Stimulation reagieren. Choroidale Melanozyten und choroidale endotheliale Zellen
exprimieren ebenfalls TLR (Cioanca et al. 2018; Stewart et al. 2015) und Makrophagen kénnen
im choroidalen Gewebe préasent sein (Chen et al. 2009). Der Einfluss der Choroidea auf die
inflammatorischen Antworten des RPE und die Beteiligung der choroidalen Zellen hinsichtlich
der inflammatorischen Antwort sind interessante Themen, die in weiteren Studien noch néher
untersucht werden sollten. Unsere Daten zeigen die Bedeutung der Interaktion von drei-

dimensionalem Gewebe, besonders, wenn es zur Orchestrierung der Gewebeantworten kommt.

Es konnten keine zytotoxischen Effekte der RPE-Uberstinde auf die SH-SY5Y-Zellen
gefunden werden, was in Ubereinstimmung mit der bereits vorgeschlagenen Theorie ist, dass
das RPE versucht, die Retina selbst unter inflammatorischen Bedingungen zu schitzen. Es
sollte darauf hingewiesen werden, dass die Wirkungen von IL-1p als auch TNF-o von der Dauer
des Stimulus abhé&ngen. Dabei kann die Langzeit-Stimulation durchaus mit neurotoxischen

Effekten einhergehen, wahrend in dieser Arbeit durchgehend nur fur 24 Stunden stimuliert
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wurde (Song et al. 2013; Chao und Hu 1994). Daher kénnten Langzeit-Wirkungen von den in
dieser Arbeit erhobenen Ergebnissen abweichen. Zudem muss darauf hingewiesen werden, dass
die in dieser Arbeit verwendeten SH-SY5Y-Zellen zwar neuronalen Charakter haben, jedoch
undifferenziert den echten Neuronen in den Eigenschaften nicht so &hnlich sind wie
ausdifferenzierte SH-SY5Y-Zellen. An dieser Stelle wéren weitere Experimente nétig, um eine
Ausdifferenzierung der SH-SY5Y zu etablieren, die den Zelleigenschaften der Photorezeptoren

am nachsten k&me, um die Versuche daran erneut zu erproben und die Aussage zu validieren.

Weiterhin zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die pro-inflammatorische Stimulation mit
TLR-Agonisten die Barrierefunktion der RPE-Zellen beeintrachtigt und einen Einfluss auf die
Occludin-Verteilung haben kann. Diese Daten stehen im Einklang mit bereits veroffentlichten
Daten, welche die Reduktion des TEER in ARPE-19-Zellen zeigen, welche mit LPS behandelt
wurden (Chen et al. 2017). Dennoch wurde dem Aspekt der Barrierefunktion nach TLR-
Stimulation bisher nur wenig Beachtung geschenkt. Bemerkenswert ist, dass auch fir TNF-o
gezeigt werden konnte, dass es den TEER von RPE-Zellen reduziert (Peng et al. 2012; Touhami
et al. 2018; Klettner et al. 2020b). TNF-a wird durch die getesteten TLR-Agonisten induziert,
was darauf schlieBen l&sst, dass TNF-a an den TEER-Veranderungen beteiligt sein kann.
Interessant ist jedoch, dass liber TNF-a berichtet wird, es erreiche nur die besagten Effekte,
wenn es apikal appliziert werde. Es wirke zudem unabhéngig vom Occludin (Peng et al. 2012)
oder reduziere die Occludin-Expression (Touhami et al. 2018). Deshalb ist eine Beteiligung
von TNF-a an den TEER-Verdnderungen moglich, aber es konnten auch noch andere
Mechanismen involviert sein. Weitere Forschung wird benétigt, die exakten Mediatoren und
Pathways aufzudecken, welche die Barrierefunktion nach TLR-Aktivierung beeinflussen
kénnen. Eine Behinderung der Barrierefunktion des RPE kann groRRe Folgen fur die Netzhaut
nach sich ziehen. Die duflere Blut-Retina-Schranke reguliert den Austausch von Metaboliten
und Abfallprodukten zwischen der Choroidea und den Photorezeptoren (Runkle und Antonetti
2011). Weiterhin ist die Blut-Retina-Schranke wichtig fur die Aufrechterhaltung des
Immunprivilegs der Netzhaut und schiitzt die Netzhaut vor einem ungewollten Eindringen aus
der systemischen Zirkulation (Stein-Streilein 2013). Eine aufgebrochene Barriere kann den
regulierten Austausch zwischen Choroidea und Photorezeptoren unterbrechen. AuRerdem kann
dies die Einwanderung von Leukozyten aus dem Blut in die Netzhaut erleichtern, was die
inflammatorischen Antworten und retinale Degeneration noch verstarken kann (Xu et al. 2005).
Die AMD steht im Zusammenhang mit einer Storung der Blut-Retina-Schranke. Die

Veranderung der Barriere durch pro-inflammatorische Aktivierung kann ein wichtiger Faktor
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fir das Fortschreiten der Erkrankung sein (Cunha-Vaz et al. 2011). Weitere Forschung ist
gerechtfertigt, um den Einfluss der TLR-Aktivierung auf die Barrierefunktion aufzuklaren.
Uber den Fokus auf das Occludin hinaus sollte der Einfluss der TLR-Aktivierung auf weitere
TJ-Proteine wie ZO-1 oder Claudin-19 untersucht und sowohl die Lokalisation als auch die
Proteinexpression betrachtet werden. Zudem sollten die Folgen fir den Molekil- und
Medikamenten-Transport (wie zum Beispiel anti-VEGF-Medikamente in Hinblick auf die
AMD) Uber die Barriere weiter aufgeklart werden. Weiterhin sollten die Mechanismen des
Barrierebruchs untersucht werden. Zum Beispiel wére es interessant herauszufinden, wie der
Beitrag spezifischer Zytokine wie TNF-o und IL-6 dazu ist, indem diese spezifisch geblockt

werden.

In dieser Studie wurde der Stimulus auf der basalen Seite des RPE appliziert, um die
systemische Inflammation zu simulieren. Die Daten unterstiitzen die Hypothese, dass
systemische Inflammation zu einer Entwicklung der AMD beitragen kann (Cheung und Wong
2014; Rozing et al. 2020), da die basalen (korrespondierend zu der Seite der Choroidea) pro-
inflammatorischen Stimuli eine pro-inflammatorische Zytokin-Ausschittung im RPE und
einen Aufbruch der RPE-Barrierefunktion induzieren. Diese Ergebnisse werden durch eine
kirzlich erschienene ,in vivo“-Studie unterstiitzt, die zeigt, dass eine systemische
Virusinfektion die Expression von Chemokinen und Komplementfaktoren im RPE-Choroidea-

Komplex andern kann (Faber et al. 2019).

5. Zusammenfassung

Die AMD ist die héaufigste Ursache fur einen Sehverlust alterer Menschen in unseren
Industrienationen. Die Entstehung der AMD ist multifaktoriell bedingt und noch nicht
abschlieBend geklart. Neben einer gewissen genetischen Suszeptibilitat spielen vor allem
Entzundungsreize und die Immunantwort des Korpers darauf eine entscheidende Rolle im
Krankheitsgeschehen der AMD und dem Fortschreiten der Erkrankung. Auf molekularer Ebene
gibt es TLR, durch die RPE-Zellen Gefahrensignale mikrobieller Art oder Abbauprodukte von
Zellstress erkennen und durch Zytokinsekretion eine pro-inflammatorische Antwort ausldsen
konnen. Da das RPE polarisiert vorliegt, war das Ziel dieser Arbeit, die Verhéltnisse des Retina-
Choroidea-Komplexes nachzubilden und die Effekte einer basalen TLR-Stimulation der RPE-
Zellen auf die apikale Reaktion hin zu untersuchen, um weiter zu erforschen, welche Effekte
eine systemische Infektion oder inflammatorische Stimuli aus dem Blut auf das innere Milieu

der Retina haben und damit als Ursache flr die AMD infrage kommen kénnten. Dafur wurden
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primdre RPE-Zellkulturen und Organkulturen aus Schweineaugen prépariert. Die priméaren
RPE-Zellen wurden auf Transwell-Platten kultiviert, die Organkulturen in Ussing-Kammern
eingespannt, welche beide eine klare Trennung zwischen apikalem und basalem Medium
herstellten. So konnten basal die TLR mit den Agonisten Pam2CSK4 fiir TLR 2, Poly I:C fur
TLR 3 und LPS fir TLR 4 24 Stunden lang stimuliert und die Effekte auf die apikale und basale
Sekretion der Zytokine TNF-a, IL-6 und IL-1B, die Auswirkungen auf die Barrierefunktion
sowie die neuronale Zelltoxizitat der apikalen Uberstande fiir die jeweiligen Stimulanzien
genauer betrachtet werden. Die Zytokine wurden mittels ELISA bestimmt und die
Barrierefunktion Uber die Messung des TEER und eine Immunfluoreszenzfarbung des
Occludins getestet. Als Modell fiir die neuronalen Zellen wurden SH-SY5Y-Zellen Kkultiviert,
den apikalen Uberstanden fiir 24 Stunden ausgesetzt und schlieBlich im MTT-Assay das
Uberleben der Zellen bestimmt. In unseren Experimenten stellte sich ein klarer Unterschied der
Zytokinsekretion zwischen den primédren RPE-Zellkulturen und den Organkulturen heraus.
Wahrend sich bei den primaren RPE-Zellkulturen zwar eine signifikante Sekretion aller
getesteten Zytokine durch die TLR-Stimulation beidseits induzieren lieB, konnte ein
Unterschied zwischen basaler und apikaler Sekretion und damit eine polarisierte Ausschittung
nur bei den Organkulturen nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis spricht dafr, dass die
Choroidea die Immunantwort des RPE entscheidend beeinflusst und deshalb in kinftige
Experimente stets mit eingebunden werden sollte, wenn die Interaktionen des RPE mit den
umliegenden Geweben betrachtet werden. Interessant war auch, dass bei den Organkulturen die
Sekretion Uberwiegend basal ausgelost wurde. Ein Unterscheid zeigte sich hier bei den
Zytokinen fur IL-6, welches auch apikal ausgeschuttet wurde, wahrend TNF-o und IL-1p vor
allem basal sezerniert wurden. Dies spricht fiir einen Selbstschutzmechanismus des RPE und
eine feine Regulation der Immunantwort, da TNF-a und IL-1pB neurotoxische Effekte haben
konnen, wohingegen IL-6 eher neuroprotektive Eigenschaften aufweist. Dies spiegelt sich auch
in den Ergebnissen wider, da die apikalen Uberstande in dem betrachteten Zeitraum von 24
Stunden keinerlei neurotoxische Wirkung auf die SH-SY5Y hatten. Allerdings ist es mdglich,
dass sich die Langzeiteffekte anders verhalten, woflr weitere Studien mit einem
ausgedehnteren Zeitraum notwendig sind. Weiterhin konnten wir zeigen, dass die TLR-
Stimulation bei den primaren RPE-Zellkulturen einen Abfall des TEER und in beiden RPE-
Modellen eine Umverteilung des Occludins bewirkt. Diese Erkenntnisse kdnnten als Erklarung
fir die bereits beobachtete Stérung der Blut-Retina-Schranke bei der AMD dienen. Die
auslosenden Zytokine oder die TLR selbst kdnnten daher als pharmakologische Angriffspunkte
geeignet sein, um ein Fortschreiten der Erkrankung aufzuhalten. Hier ist jedoch noch weitere
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Forschung in Form von ,,in vivo“-Versuchen und Langzeitstimulationen notwendig, um die
genauen, zugrunde liegenden Pathomechanismen der inflammatorischen Effekte auf die &ul3ere

Blut-Retina-Schranke zu enthillen.
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