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1 Einleitung
1.1 Anatomie Augapfel

Das Auge ist das Sinnesorgan, mit dem wir unsere Umwelt visuell erfassen kénnen. Es kann
elektromagnetische Strahlen mit Wellenldngen zwischen 400 und 750 nm wahrnehmen und
diese, in elektrische Signale transduzieren. Zundchst durchqueren die Lichtstrahlen dabei den
vorderen, Licht-brechenden Abschnitt des Auges. Dieser besteht aus der Hornhaut, der
vorderen Augenkammer, der Linse und dem Glaskorper. Hier wird ein verkleinertes,
umgekehrtes Bild erzeugt, welches schlieBlich an der hinteren Bulbuswand auf die Netzhaut,
die Retina, fdllt. In der Retina erfolgt die Transduktion der optischen Reize in elektrische
Signale, die dann in die primére Sehrinde weitergeleitet werden (Liillmann-Rauch, 2012; Pape
et al., 2019). Embryonal entsteht die Retina aus einem ausgestiilpten Teil des Gehirns und wird
traditionell in zehn Schichten eingeteilt (Liillmann-Rauch, 2012). Von auBlen wird die Retina
durch die Choroidea und die Bruch-Membran begrenzt, daran schlieBt sich das retinale

Pigmentepithel (RPE) an (Liillmann-Rauch, 2012; Pape et al., 2019).

— Innere Grenzschicht
Nervenfaser- und Ganglienzellschicht
Innere plexiforme Schicht

Innere Kornerschicht

AuBere plexiforme Schicht

AuBere Kornerschicht

AuBere Grenzschicht

Innen- und Aulensegmente der
Fotorezeptoren

Pigmentepithel
Choriokapillaris

Abbildung 1: Histologischer Schnitt durch die Retina eines humanen Bulbus in HE-Fdrbung
(Foto von Frau Monika Marquardt, UKSH Kiel, mit freundlicher Genehmigung von Herrn Prof.
Roider, Direktor der Universititsaugenklinik Kiel, Bezeichnung nach Liillmann-Rauch 2012).



Bei Betrachtung des Augenhintergrundes fallen vor allem zwei Stellen ins Auge. Zum einen
die Papilla nervi optici, der Austrittspunkt des Sehnervs. Zum anderen, temporal der Papilla
nervi optici, die gefilifreie Macula Ilutea. In der Mitte der Makula findet sich eine
trichterformige Vertiefung, die Fovea centralis. Diese ist der Bereich des schérfsten Sehens.

Die Dichte der Zapfen ist hier besonders hoch (Liillmann-Rauch, 2012; Pape et al., 2019).

1.2 Fotorezeptoren

Die Fotorezeptoren werden in Stidbchen und Zapfen unterschieden. Die Fotorezeptoren sind
typisch aufgebaut. Es gibt ein Auflensegment, welches iiber ein diinnes Zilium mit dem
Innensegment verbunden ist (Pape et al., 2019). In den AuBensegmenten befinden sich der
Sehfarbstoff. Das Rhodopsin, der Sehfarbstoff, besteht aus Opsin und 11-cis-Retinal. Bei den
Stibchen ist das Rhodopsin in den Membranscheibchen des AuBensegments enthalten. Bei den
Zapfen befindet sich der Sehfarbstoff in den Membraneinfaltungen des Aullensegments. Das
Zapfenopsin unterscheidet sich leicht von dem der Stabchen. Das 11-cis Retinal ist in allen
Sehfarbstoffen gleich. Die FotorezeptorauBensegmente werden kontinuierlich erneuert. Die
Membranscheibchen und -einfaltungen werden an der Spitze des FotorezeptorauBensegments
abgestoBen und vom retinalen Pigmentepithel, welches die FotorezeptorauBBensegmente mit
apikalen Mikrovilli und -plicae umfasst, phagozytiert. Bei der Fototransduktion wird das
Retinal von einer 1l-cis- zu einer all-trans-Form stereoisomerisiert. Nach dem
Fototransduktionsprozess liegen all-trans-Retinal und Opsin getrennt und inaktiv vor. Die
Zuriickfiihrung zu der 11-cis-Form erfolgt in den Pigmentepithelzellen (Bok, 1993; Liillmann-
Rauch, 2012; Pape et al., 2019; Steinberg, 1985; Strauss, 2005).

1.3 Das retinale Pigmentepithel

Das retinale Pigmentepithel besteht aus einer Schicht von post-mitotischen kubisches Zellen
(Bok, 1993; Boulton & Dayhaw-Barker, 2001). Es liegt auf der Bruch-Membran. Diese trennt
das RPE von dem fenestrierten Endothel der Choriokapillaris. Die retinalen Pigmentzellen
enthalten zahlreiche Melanosomen, welche die Retina vor Lichtschdden schiitzen, indem sie

das iiberschiissige Licht absorbieren (Strauss, 2005). Wie oben erwdhnt phagozytiert es die
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abgestoflenen FotorezeptorauBensegmente und reisomerisiert all-trans-Retinal in die 11-cis-
Form. Zudem stabilisiert das RPE die lonenzusammensetzung im subretinalen Raum, wodurch
die Erregbarkeit der Fotorezeptoren aufrechterhalten wird (Strauss, 2005). Die retinalen
Pigmentzellen sind iiber tight-junctions miteinander verbunden und bilden somit eine Barriere
zwischen dem subretinalen Raum und der Choriokapillaris (Liillmann-Rauch, 2012; Strauss,
2005). Das RPE ist daher wesentlich an der Bildung der Blut-Retina-Schranke beteiligt (Ambati
et al., 2013; Bhutto & Lutty, 2012). Durch die Barriere des RPE entsteht im Auge ein
immunpriviligierter Raum (Klettner, 2015; Strauss, 2005). Das RPE ist fiir den
Stoffwechselaustausch zwischen Choriokapillaris und den Fotorezeptoren verantwortlich
(Liillmann-Rauch, 2012). Durch die tight-junctions wird unspezifische Diffusion und der
Ubertritt von Leukozyten verhindert (Pleyer & Pohlmann, 2017). Der Transport von
Néhrstoffen, Wasser (H>O) und Abfallprodukten erfolgt kontrolliert iiber zahlreiche
Transporter (Bhutto & Lutty, 2012; Strauss, 2005). Zusitzlich sezerniert das RPE mehrere
Wachstumsfaktoren, zum Beispiel Fibroblast Growth Factor (FGF), Transforming Growth
Factor 3 (TGF-B), Insulin-like Growth factor 1 (IGF-1), Pigment-epithelium derived factor
(PDGF) und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Boulton & Dayhaw-Barker, 2001).
Diese helfen, die Fotorezeptoren und das Endothel der Choriokapillaris strukturell
aufrechtzuerhalten (Boulton & Dayhaw-Barker, 2001; Strauss, 2005). Aullerdem werden von
den RPE-Zellen verschiedene regulatorische Komplementproteine exprimiert (Luo et al.,

2011).

1.4 Immunprivileg der Retina

Als vorgeschobener Teil des Zentralen Nervensystems (ZNS) ist die Retina ein
immunprivilegierter Raum. Da die sensiblen Fotorezeptoren durch inflammatorische Prozesse
irreversibel beschidigt werden konnen, wird die Antwort des Immunsystems in der Retina stark
reguliert. Eine wesentliche Rolle bei der Regulation der Immunantwort spielt das RPE (Detrick
& Hooks, 2010). Auf der einen Seite trdgt das RPE aktiv zu einem anti-inflammatorischen
Milieu bei, indem es anti-inflammatorische Zytokine sezerniert und aktivierte T-Zellen
supprimiert. Dies gelingt, indem es unter anderem die aktivierten T-Zellen in einen

anergetischen oder apoptotischen Zustand fiihrt oder die Differenzierung der regulatorische T-
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Zellen hemmt (Detrick & Hooks, 2010; Farrokh-Siar et al., 1999; Gregerson et al., 2007; Hooks
et al., 2008; Ishida et al., 2003; Jorgensen et al., 1998; Sugita et al., 2009). AuBlerdem reguliert
das RPE iiber die Sekretion von TGF-B die Mikroglia. TGF-B fiihrt zu einer vermehrten
Produktion von Interleukin (IL)-10, welches wiederum antigenprésentierende Molekiile wie
major histocompatibility complex (MHC)-11, the Cluster of differentiation (CD) 80 und CD86
herunterreguliert (Langmann, 2007). Auf der anderen Seite ist das RPE auch an
inflammatorischen Reaktionen beteiligt. Das RPE exprimiert verschiedene Rezeptoren, wie
Toll-like Rezeptoren (TLR) und ist damit ein wichtiger Bestandteil der ersten Abwehr gegen
Viren und Bakterien in der Retina (Ebihara et al., 2007). Zudem produzieren RPE-Zellen, wie
schon erwihnt, verschiedene Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren, die zu zahlreichen
pathologischen Prozessen beitragen oder diese limitieren (Detrick & Hooks, 2010). Da das RPE
an mehreren Abschnitten des Sehvorgangs beteiligt ist, ist es mit all seinen Funktionen fiir die
visuelle Funktion unerlésslich (Strauss, 2005). Ein Ausfall kann zu einer Degeneration der

Retina und einem Verlust der Sehfdhigkeit fithren (Strauss, 2005).

1.5 Mikroglia

Im ZNS und in der Retina sind Mikroglia die residenten und immunkompetenten
Gewebsmakrophagen (Hanisch & Kettenmann, 2007; Klettner & Roider, 2021; Langmann,
2007; Streit, 2002). In der gesunden Retina lassen sich Mikroglia in der inneren und dufleren
plexiformen Schicht finden (Karlstetter & Langmann, 2012).

Man unterscheidet bei den Mikroglia einen ,,ruhenden® und einen ,,aktivierten* Zustand. Beide
Zustinde gehen flieBend ineinander {iber, wobei die Mikroglia auch im ,,ruhenden‘ Zustand
durchaus aktiv sind (Hanisch & Kettenmann, 2007). Phénotypisch zeigen die Mikroglia im
,fuhenden Zustand ein kleines Soma und zahlreiche verdstelte Ausldaufer auf (Hanisch &
Kettenmann, 2007). Mikroglia sorgen in ihrer Umgebung fiir Homdostase, das heiflt sie
phagozytieren Zelldebris und entfernen metabolische Endprodukte (Nimmerjahn et al., 2005).
Im gesunden Gehirn iiberwachen benachbarte Mikroglia gemeinsam die Umgebung und sorgen
so fiir eine umfassendes Screening, ohne das sich ihre Ausldufer dabei beriihren (Nimmerjahn
et al., 2005). Sobald die Mikroglia eine Verdanderung in der Homdostase bemerken, verlassen

sie ihren Uberwachungsmodus und erwerben ein reaktives Profil. Phinotypisch wandeln sie
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sich zu amoboiden Zellen und migrieren zu entziindlichen Geschehen oder Verletzungen. Bei
der Migration der Mikroglia im Gehirn spielen extrazelluldres Adenosintriphosphat- (ATP) und
Purinorezeptoren eine grofle Rolle (Davalos et al., 2005; Haynes et al., 2006). Auch in der
Retina wurden messenger ribonucleic acid (mRNA)- und mehrere Subtypen des
Purinorezeptors auf Proteinebene nachgewiesen. Wahrscheinlich tritt dieser Mechanismus auch
bei retinaler Mikroglia auf (Fries et al., 2004; Langmann, 2007). Wenn sie an dem Ort des
Geschehens angekommen sind, beginnen sie zu phagozytieren, Zytokine zu sezernieren und
verschiedene Rezeptoren zu exprimieren (Hanisch & Kettenmann, 2007; Nimmerjahn et al.,
2005; Streit et al., 1999). Dabei konnen innerhalb von kurzer Zeit nicht transkriptionelle
Anpassungen und {iber ldngere Zeitraume eine erhebliche Induktion von Genen erreicht werden
(Hanisch & Kettenmann, 2007). Die Aktivierung der Mikroglia erfolgt als eine Antwort auf
okuldre Infektionen, neuronale Verletzungen, Ischdmie oder metabolische und hereditéire
Retinopathien (Hanisch & Kettenmann, 2007; Nimmerjahn et al., 2005; Streit et al., 1999). Die
Immunantwort der Mikroglia ist kontextabhingig und passt sich an, wenn sich die
Mikroumgebung dndert (Hanisch & Kettenmann, 2007). Mikroglia k&nnen sowohl
neuroprotektiv als auch neurotoxisch wirken (Streit, 2002).

Bei der Aktivierung der Mikroglia treten vor allem zwei Wirkprinzipien auf. Zum einen das
plotzliche Auftreten von Faktoren, die normalerweise nicht oder in unkritischen
Konzentrationen vorhanden sind (mikrobielle Strukturen, Serumbestandteile, intrazellulédre
Bestandteile), die in bestimmten funktionellen Zustéinden vorliegen oder in einem anormalen
Format auftreten (z.B. Proteinaggregate). Diese werden von einer Reihe von Rezeptoren
erkannt, unter anderem von TLRs (Hanisch & Kettenmann, 2007). Zum anderen gibt es eine
konstitutive Signalgebung mit beruhigendem Einfluss. Die Mikroglia kommunizieren {iber
unterschiedliche Zelloberflichenmolekiile mit anderen Zellen der Retina (Rashid et al., 2019).
Diese Oberfliachenproteine begrenzen auch eine iibermafige Aktivierung der Mikroglia in der
gesunden Retina und regulieren so die Homdostase (Langmann, 2007; Rashid et al., 2019). Da
Neurone sehr vulnerable Zellen sind, miissen sie vor den potenziell schddlichen Auswirkungen
einer vollwertigen Immunantwort geschiitzt werden (Streit, 2002). Daher brauchen Mikroglia

eine strenge Kontrolle der makrophagendhnlichen Aktivitdten (Hanisch & Kettenmann, 2007).



Auch wihrend eines pathologischen Prozesses kann sich der Zustand der Mikroglia
Aktivierung weiter verdndern und an die Situation anpassen, indem residente ZNS-Zellen und
infiltrierende Immunzellen das reaktive Profil modulieren (Hanisch & Kettenmann, 2007).
Einiges weist darauf hin, dass aktivierte Mikroglia neurotoxisch sind (Block et al., 2007; Kim
& de Vellis, 2005). Zum Beispiel setzten sie reaktive Sauerstoffspezies, wie Stickstoffmonoxid
(NO) und Tumornekrosefaktor (TNF)-a frei und schddigen damit Neurone (Hanisch &
Kettenmann, 2007).

Die Mikroglia stehen in Kommunikation mit den Miiller-Zellen (Wang & Wong, 2014). Diese
dienen als Vermittler zwischen Mikroglia und Neuronen und vermitteln je nach Situation das
Uberleben oder die Apoptose der Fotorezeptoren (Harada et al., 2002). Auf Grund der
zahlreichen Interaktionen mit anderen retinalen Zellen, sind Mikroglia sehr empfindsam
gegeniiber geringfiigigen Verdnderungen in der Retina (Rashid et al., 2019). Es erfordert
effiziente Hemmmechanismen, um den neuroprotektiven Ruhezustand der Mikroglia
aufrechtzuerhalten (Rashid et al., 2019). RPE-Zellen sezernieren inhibitorische Faktoren, wie
TGF-B, Thrombospondin-1 (TSP-1) und Somatostatin (SOM) (Miyajima-Uchida et al., 2000;
Pfeffer et al., 1994; Zamiri et al., 2006) in den subretinalen Raum und unterstiitzen so die
immunsuppressive Umgebung (Zamiri et al., 2007). Unter anderem wird so die Migration von
Mikroglia und anderen mononukledren Makrophagen in den subretinalen Raum und die
Fotorezeptorschicht verhindert (Rashid et al., 2019). In der gesunden Retina sind diese
Regionen frei von Immunzellen (Chen & Xu, 2015).

In der gesunden Retina erfolgt nach Ablauf einer Entziindung eine schnelle Riickkehr zur
Homoostase (Rashid et al., 2019). Wenn es jedoch iiber einen ldngeren Zeitraum zu einer
inflammatorischen Situation kommt, wie zum Beispiel bei degenerativen Erkrankungen,
kommt es zu einer pathologischen Aktivierung der Mikroglia. Bei dieser Aktivierung werden
vermehrt pro-inflammatorische Zytokine freigesetzt und dies fiihrt zu weiteren Gewebeschidden
(Rashid et al., 2019). Bei der Altersbedingten Makuladegeneration (AMD) scheinen Drusen ein
starker Entziindungsstimulus zu sein (Doyle et al., 2012). Drusen sind extrazelluldre
Ansammlungen von hyalinem Material. Altersbedingt kann es zu einer Uberlastung der RPE-
Zelle und zu einem Zusammenbruch der Stoffwechselleistung kommen. Als Folge kommt es

zur Anhdufung von Abbauprodukten. Intrazelluldr lagert sich vermehrt Lipofuszin an.
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Extrazellulir sammelt sich hyalines Material an (Grehn, 2019). Die Drusen enthalten
Fragmente von Komplementkomponenten C3a und CS5a, die auch zu einer Expression von
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) flihren konnen (Nozaki et al., 2006). Zudem
wirken Bestandteile der Drusen, wie zum Beispiel 7-Ketocholesterin, chemotaktisch und
aktivierend auf Mikroglia (Indaram et al., 2015; Rodriguez et al., 2014).

Im Mausmodell migrierten Mikroglia in der alternden Retina vermehrt in den subretinalen
Raum. Mit dem Elektronenmikroskop wurden in den subretinalen Mikroglia gro3ere Mengen
von Lipofuszingranula gesehen (Xu et al., 2008). Bei der AMD kommt es sowohl bei der
trockenen als auch bei der feuchten Form zu einer Akkumulation von mononukleédren
Phagozyten im subretinalen Raum (Sennlaub et al., 2013).

Ebenso wurden bei der AMD vermehrt aktivierte Mikroglia in der &uleren Kornerschicht in
Regionen mit sterbenden Stidbchen vorgefunden. Dort phagozytieren sie anscheinend die
Zelltrimmer der sterbenden Stiabchen (Gupta et al., 2003). Gupta vermutet, dass dabei die
aktivierten Mikroglia auch die Zapfen téten konnten und es auf diese Weise zu einem
Sehverlust kommt (Gupta et al., 2003). In einem Mausmodell fiir Retinitis pigmentosa wurde
gezeigt, dass Mikroglia nicht nur tote Zellen phagozytieren, sondern auch lebende Stibchen

aufnehmen (Zhao et al., 2015).

1.6 Altersbedingte Makuladegeneration

Die AMD ist eine schmerzlose, neurodegenerative Erkrankung, die vor allem die Makula
betrifft und mit einer stetig abnehmenden Sehschirfe assoziiert ist (Bhutto & Lutty, 2012;
Liillmann-Rauch, 2012 Kaarniranta et al., 2013). Diese Erkrankung ist die hdufigste Ursache
fiir die Erblindung von ilteren, europdisch-stimmigen Menschen in den Industrienationen
(Friedman David S, 2004). Zu Beginn entwickelt sich die Krankheit langsam und ist oft lange
asymptomatisch (Coleman et al., 2008). In den frithen Stadien der AMD kommt es zu einer
abnormalen RPE-Pigmentverteilung und Drusen Ansammlungen im Sub-RPE-Raum zwischen
RPE und Bruch-Membran (Fritsche et al., 2014). Durch die Kumulation der Abbauprodukte im
Alter gehen die RPE-Zellen zugrunde und reilen Locher in die darunterliegende
Bruchmembran (Grehn, 2019). Hauptbestandteile von menschlichen Drusen sind Albumin,

Apolipoprotein E (ApoE), Komplementfaktoren und verwandte Proteine (einschlieBlich
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Komplementkomponenten Clq, C3, C5 und C5b-9 sowie Vitronectin), Immunglobuline und
Amyloid-f (Ambati et al., 2013). Drusen enthalten auch doppelstrangige ribonucleic acid
(RNAs) (Kaneko et al., 2011) und kdnnen eine Immunantwort initiieren (Wang et al., 2009).
Man unterscheidet zwei Hauptformen der AMD, zum einen eine nicht-exsudative (trockene)
Form und zum anderen eine exsudative (feuchte) Form (Grehn, 2019). Die beiden Formen der
fortgeschrittenen AMD konnen auch gemeinsam auftreten (Sunness et al., 1999). Die spiite,
trockene Form der AMD (geographische Atrophie) ist charakterisiert durch ein vermehrtes
Auftreten von Bereichen, in denen das RPE degeneriert ist. Die dariiberliegenden, auf das RPE
angewiesenen Fotorezeptoren gehen verloren (Ambati & Fowler, 2012). Die feuchte Form der
AMD ist wiederum durch choroidale Neovaskularisation (CNV) geprigt (Ambati & Fowler,
2012). Hierbei kommt es zum Einwachsen von unreifen Blutgefd3en aus der Choroidea hin zu
den duBleren Retinaschichten. Vor allem die vermehrte Expression von VEGF als Folge der
Gewebehypoxie stimuliert hier die CNV (Grehn, 2012). Aus den unreifen Blutgefdflen tritt
héufig Fliissigkeit aus und es kann zur Fibrose und Degeneration der dufleren Netzhaut kommen
(Ambati & Fowler, 2012; Luo et al., 2013). Die feuchte Form der AMD wird heute mit VEGF-
Antagonisten behandelt (Chichagova et al., 2018). Bei der Behandlung der feuchten AMD
kommt es zu keiner Verbesserung der Komponenten der trockenen AMD (Ambati & Fowler,
2012). Eine wirksame Behandlung der trockenen AMD oder der urséchlichen
Krankheitsprozesse gibt ist bisher nicht (Ambati & Fowler, 2012; Taskintuna et al., 2016).
Die Entstehung der AMD ist multifaktoriell, die genaue Pathogenese ist noch nicht genau
geklart (Chen & Xu, 2015). Es gibt verschiedene Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer
AMD. Dabei handelt es sich um Alter, genetische Disposition (vor allem Gene des
Komplementsystems) und Umweltfaktoren, wie Rauchen, Exposition mit Ultraviolettstrahlung
(UV) und eine ungesunde Erndhrung (Grehn, 2019; Shaw et al., 2016). Auf Gewebeebene
tragen oxidativer Stress (Shaw et al., 2016), angiogene Signalgebungen (Miller et al., 2013)
und Entziindungen (Shaw et al., 2016), vor allem niedriggradige, chronische Entziindungen
(Chen & Xu, 2015; Kauppinen et al., 2016) zur Pathogenese bei. Die Pathogenese der AMD
spielt sich  wiederum auf zellulirer Ebene 1im  Fotorezeptoren/RPE/Bruch-
Membran/Aderhautkomplex ab (Bhutto & Lutty, 2012). Das RPE spielt dabei eine wesentliche
Rolle (Fritsche et al., 2014; Klettner et al., 2013; Nowak, 2006). Der Komplex aus Fotorezeptor-
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und RPE-Zellen ist von verschiedenen Bedingungen umgeben, die potenziell zu oxidativen
Schiden flihren konnen. Zum einen werden diese Zellen mit nahezu arteriellen
Sauerstoftkonzentrationen versorgt, zum anderen sind diese Zellen dem Sonnenlicht exponiert
und in den Membranen des Komplexes befinden sich hohe Konzentrationen von mehrfach
ungesittigten Fettsduren (Winkler et al., 1999). Bei der Phagozytose der &uleren
Fotorezeptorsegmente kommt es in den Lysosomen zur Ansammlung von Lipofuszin, einem
nicht abbaubaren, autofluoreszierenden Metaboliten (Kauppinen et al., 2016). Lipofuszin-
Granula reichern sich in alternden RPE-Zellen an, dabei akkumulieren die Granula mehr im
RPE der Makula als in peripherem RPE (Feeney-Burns & Eldred, 1983). Lipofuszin kann die
Funktion lysosomaler Enzyme blockieren und auf diese Weise zu einer Autophagichemmung
des RPE fiihren (Kauppinen et al., 2016). Oxidativer Stress, Hypoxie und eine reduzierte
Autophagie konnen zur Pathogenese der AMD beitragen (Blasiak et al., 2014).

Genetisch zeigt sich eine starke Assoziation von genetischen Varianten des Komplementfaktors
H (CFH) auf Chromosom 1q und dem Risiko eine AMD zu entwickeln (Edwards et al., 2005;
Hageman et al., 2005; Haines et al., 2005; Klein et al., 2005). CFH ist ein negativer Regulator
des alternativen Weges des Komplementsystems (Ambati et al., 2013). Etwa 43 % der AMD-
Erkrankungen sind mit der genetischen Variante von CFH (Y402H) verkniipft (Edwards et al.,
2005; Haines et al., 2005). Mittlerweile sind insgesamt 52 AMD-Risikovarianten bekannt
(Colijn et al., 2021; Fritsche et al., 2014).

Ein weiterer Teil der AMD-Pathogenese sind chronische Entziindungen (Chen & Xu, 2015;
Kauppinen et al., 2016). Medzhitov schlidgt das Konzept der Parainflammation vor. Als
Parainflammation bezeichnet er eine adaptive Reaktion auf Gewebestress, die Eigenschaften
zwischen basalen und entziindlichen Zustinden aufweist (Medzhitov, 2008).
Parainflammatorische = Reaktionen sollen die Homodostase und Gewebefunktion
wiederherstellen (Medzhitov, 2008). Bei diesem parainflammatorischen Geschehen werden
viele Entziindungsmediatoren sezerniert, die die Wiederherstellung der Homdostase fordern,
indem sie zum Beispiel Gewebe reparieren (Medzhitov, 2008). Durch Mutationen oder
Umweltfaktoren kann es jedoch zu anhaltenden Fehlfunktionen und zu einer Chronifizierung
der Parainflammation kommen (Medzhitov, 2008). Ebenso kommt es im Alter zu einer

chronischen, milden Aktivierung des systemischen Immunsystems (Franceschi & Campisi,
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2014). Im alternden Auge ist die parainflammatorische Reaktion gekennzeichnet durch die
Aktivierung der retinalen Mikroglia und des Komplementsystems (Xu et al., 2009). Eine
Dysregulation der Mikroglia kann zu einer Entgleisung der Parainflammation bei AMD fiihren
(Chen & Xu, 2015). Dafiir spricht auch, dass verschiedene Entziindungsfaktoren, wie
Komplementfragmente (Machalinska et al., 2009; Scholl et al., 2008), C-reaktive Proteine
(CRPs) (Seddon, 2004) und andere bei AMD-Patienten erhoht sind (Chen & Xu, 2015). Chen
schliagt zwei mogliche Szenarien vor, zum einen kdnnte es durch die im Alter akkumulierenden
Belastungen aus genetischen Pridispositionen, epigenetischen und Umwelteinfliissen, zum
Beispiel ein dysfunktionales Antioxidantiensystem kombiniert mit einem ungesunden
Lebensstil, zu einer schnelleren Akkumulation von altersbedingten Verdnderungen der Zellen
kommen (Chen & Xu, 2015). Ein anderes Szenario ist das Vorliegen einer genetischen
Veranlagung zu einem dysregulierten Immunsystem, zum Beispiel eine Mutation im CFH-Gen
und eine damit einhergehende Dysregulation der Komplementaktivierung. Auch eine
Fehlfunktion der Immunantwort durch Makrophagen und T-Zellen kann die Parainflammation
fehlregulieren und die Entziindung bei der AMD verstérken (Chen & Xu, 2015).

Wie schon erwihnt, ist das Alter fiir die Entwicklung einer AMD der grofite Risikofaktor
(Curcio et al., 2011). In der alternden Retina kommt es zu einer verdnderten Expression von
entziindlichen Genen und Proteinen, diese konnte zu einer altersbedingten Parainflammation
beitragen (Chen et al., 2010; Steinle et al., 2009). Mit zunehmendem Alter akkumulieren in der
Retina zudem oxidativer Stress und verdnderte Stoffwechselprodukte, zum Beispiel Advanced
Glycation End Products (AGEs) oder f-Amyloid (Chen & Xu, 2015; Glenn et al., 2009;
Johnson et al., 2002; Sparrow et al., 2003). Die Zellen der Retina konnen durch diese oxidativen
und metabolischen Stressoren geschiddigt werden und eine parainflammatorische Reaktion,
initiiert werden (Chen & Xu, 2015). In Studien, in denen RPE-Zellen mit altersbedingten
Danger-associated molecular patterns (DAMPs), wie zum Beispiel AGEs, Amyloid-f3 oder
oxidierten Fotorezeptor-AuBlensegmenten (oxPOS) behandelt wurden, zeigte sich eine
Hochregulierung von pro-inflammatorischen Genen und eine Reduktion immunregulatorischer
Gene (wie CFH) (Chen et al., 2007; Kurji et al., 2010; Liu et al., 2012; Tian et al., 2005).
Auch die Mikroglia konnten einen Anteil an den Verdnderungen in der alternden Netzhaut

haben (Xu et al., 2008). So wurden in den Netzhduten von dlteren Mausen vermehrt Mikroglia
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im subretinalen Raum gefunden (Xu et al., 2008). Dieses deutet auf Schidigungen an der
Retina-Aderhaut-Grenze hin, denn in der gesunden Retina befinden sich keine Immunzellen im
subretinalen Raum (Chen & Xu, 2015). Die Anzahl der Lipofuszingranula in den Mikroglia
stieg mit dem Alter (Xu et al., 2008). Phénotypisch zeigten die Mikroglia mit vielen Granula
einen groferen Zellkdper und kiirzere Fortsdtze als Mikroglia mit wenigen Lipofuszingranula
(Xu et al., 2008). Ebenso wurden im alternden Auge hdufig melaninbeladene Mikroglia
beobachtet (Chen & Xu, 2015). RPE-Zellen exozytieren in Stresssituationen Melaningranula
(Chen & Xu, 2015). Retinale Mikroglia, die in-vitro und in-vivo in die Nihe von RPE-Zellen
gebracht werden, bewirkten signifikante Verdnderungen in der Struktur, in dem Expressions-
und Sekretionsprofil des RPE (Ma et al., 2009). Die verdnderte Sekretion des RPE bewirkte die
Migration von weiteren Mikroglia in den subretinalen Raum, die Desorganisation des RPE und
eine Forderung der CNV (Ma et al., 2009). Die Verdnderungen &hneln den Verdnderungen, die
bei der exsudativen AMD auftreten. Die Wechselwirkung von RPE und Mikroglia im
subretinalen Raum scheint somit eine Rolle in der Pathogenese der AMD zu spielen (Ma et al.,

2009).

1.7 Toll-like Rezeptoren

TLRs sind Transmembranproteine, ihre Bindungsstellen bestehen aus leucinreichen
Wiederholungen (Kawai & Akira, 2010). Intrazelluliir gibt es eine Toll/IL-1R-Doméne (TIR),
die fiir die Signaliibertragung verantwortlich ist (Kawai & Akira, 2010). Die TLRs gehoren zu
den Mustererkennungsrezeptoren (PRRs), mit denen das angeborene Immunsystem
konservierte mikrobielle Strukturen erkennen kann (Kawai & Akira, 2010). Diese Strukturen,
die sich innerhalb einer Klasse von Mikroorganismen kaum unterscheiden, werden Pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) genannt (Medzhitov & Janeway, 2000). Zu den
PAMPs gehoren Lipide, Lipoproteine, Proteine und Nukleinsduren. Diese stammen unter
anderem von Bakterien, Viren, Parasiten und Pilzen (Kawai & Akira, 2010). Zudem erkennen
die Mustererkennungsrezeptoren DAMPs mit intrazelluldren Ursprung (Rock et al., 2010). Die
Aktivierungs- und Signalwege unterscheiden sich je nach TLR und Ligand. Die Aktivierung
kann zu einer Entziindungsreaktion fithren (Horn, 2020; Kawasaki & Kawai, 2014). Man kann

die TLRs in zwei Gruppen unterteilen, abhingig von ihrer Lokalisation und den PAMP-
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Liganden. Zu der einen Gruppe gehoren TLR-1,-2,-4,-5,-6 und -11. Die TLRs dieser Gruppe
werden auf Zelloberflichen exprimiert und erkennen hauptsdchlich mikrobielle
Membrankomponenten (Kawai & Akira, 2010). Zu der anderen Gruppe gehoren TLR-3,-7,-8,
und -9. Diese werden in intrazelluldren Vesikeln, zum Beispiel auf dem endoplasmatischen
Retikulum, exprimiert und erkennen dort unter anderem mikrobielle Nukleinséduren (Kawai &
Akira, 2010). Beim Menschen wurden bisher 10 verschiedene TLRs beschrieben (Kawasaki &
Kawai, 2014). Das RPE exprimiert TLRs vom Typ -1 bis -7, -9 und -10, am hdufigsten werden
TLR-1 und -3 exprimiert (Kumar et al., 2004). Durch pro-inflammatorische Stimuli, wie
Polyinosinsdure:Polycytidylsidure (Poly I:C) kann die Expression von TLR-3 im RPE erhoht
werden (Kumar et al., 2004). Jeder TLR erkennt unterschiedliche konservierte mikrobielle
Bestandteile und induziert eine spezielle Antwort (Ebihara et al., 2007). Mikroglia exprimieren
TLRs vom Typ -1 bis -9 (Langmann, 2007).

1.7.1 TLR-2

Im Mausmodell exprimiert das RPE in groBen Mengen TLR-2, vor allem auf der apikalen
Oberflache (Feng et al., 2017). TLR-2, gemeinsam mit TLR-1 oder TLR-6, erkennt viele
unterschiedliche Liganden von grampositiven Bakterien, unter anderem Lipoteichonséure und
16sliche Peptidoglykane (Oliveira-Nascimento et al., 2012; Schwandner et al., 1999). Eine
TLR-2 Aktivierung kann auch durch Endprodukte der Lipidoxidation verursacht werden (West
et al., 2010) oder virale Antigene, wie zum Beispiel Zytomegalievirus (CMV)-Antigenen
(Brosig et al., 2015). Pam2CysSerLys4 (Pam2CSK4) ist ein synthetischer TLR-2 Agonist
(Buwitt-Beckmann et al., 2005).

Eine Aktivierung von TLR-2 auf RPE-Zellen fiihrt zu einer vermehrten Expression von pro-
inflammatorischen Zytokinen und den Komplementfaktoren C3 und CFB (Feng et al., 2017;
Mulfaul et al., 2020). Bei Aktivierung von RPE-Zellen mit Pam2CSK4 wird die Expression
und Sekretion von IL-6, IL-18, IL-8, Monozyten-Chemoattractant-Protein 1 (MCP-1) und
TNF-a in RPE-Zellen induziert (Feng et al., 2017; Terheyden et al., 2021). In mehreren Studien
kam es durch TLR-2 Aktivierung zu einer pro-angiogenen Wirkung. Die Aktivierung von TLR-
2 durch Abbauprodukte der Lipidoxidation, w-(2-Carboxyethyl) pyrrol (CEP), kann pro-

angiogen wirken (West et al., 2010). CEP ethanolamine phospholipids (CEP-EPs), ein CEP-
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Derivat, ist im Plasma und der Retina von AMD-Patienten erhoht (Wang et al., 2014). Auf der
anderen Seite wurden in anderen Arbeiten die TLR-2-aktivierenden und pro-angiogenen
Eigenschaften von CEP in Frage gestellt (Gounarides et al., 2014).

In einem Mausmodell fiir oxidativen Stress kam es bei einer Hemmung von TLR-2 zu einer
verringerten Komplementablagerung, und -aktivierung. Die Migration von Mikroglia in die
duBere Kornerschicht und zum RPE wurde reduziert und das RPE und die Fotorezeptoren vor
dem Zelltod geschiitzt (Mulfaul et al., 2012). TLR-2 scheint das Briickenteil zu sein, welches
erklart, warum oxidativer Stress zu einer Aktivierung von Komplement fiihrt, wodurch es zu
einer retinalen Degeneration kommen kann (Mulfaul et al., 2020). In einem anderen Modell
wurden nach einer TLR-2 Aktivierung im RPE vermehrt Makrophagen zu CNV-Lisionen
rekrutiert (Feng et al., 2017). Zudem konnte in diesem Modell die CNV durch einen TLR-2
Antagonismus effektiv verhindert werden (Feng et al., 2017). In einem laserinduzierten CNV-
Mausmodell kam es nach Aktivierung von TLR-2 zu einer Infiltration von Mikroglia in den

subretinalen Raum und die CNV-Lésionen vergroBerten sich (Will-Orrego et al., 2018).

1.7.2 TLR-3

TLR-3 wird in menschlichen und porcinen RPE exprimiert (Klettner et al., 2013a; Kumar et
al., 2004). Neben TLR-1, wird im RPE TLR-3 am stérksten exprimiert (Kumar et al., 2004).
Durch Stimulation mit Poly I:C, einem agonistischen Molekiil fiir TLR-3, und Interferon-y
(IFN- v) kann die Expression noch weiter steigen (Alexopoulou et al., 2001; Kumar et al.,
2004). TLR-3 erkennt doppelstringige RNA, diese stammt zum Beispiel von viralen
Infektionen oder aus nekrotischen Zellen (Alexopoulou et al., 2001; Kariko et al., 2004).

Bei Aktivierung von TLR-3 im RPE kommt zu unterschiedlichen Reaktionen. Auf der einen
Seite kommt es bei Aktivierung von TLR-3 mit Poly I:C zur Induktion der Sekretion oder
Expression von IL-6, IL-18, IL-8, TNF-a, MCP-1, sSICAM-1 Hypoxie induzierter Faktor-1a
(HIF)-1a und Junctional Adhdsionsmolekiil (Jam-1), basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor
(bFGF), Interferon-8 (Brosig et al., 2015; Ebihara et al., 2007; Kumar et al., 2004; Terheyden
et al., 2021; Wornle et al., 2011). Auf der anderen Seite werden bei TLR-3 Aktivierung Gene
des Komplementsystems induziert (C5, C9, CFH, CFB) (Brosig et al., 2015). Eine Aktivierung

von TLR-3 kann konzentrationsabhidngig die VEGF-Sekretion induzieren (Klettner et al.,
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2013a). AuBerdem kann eine TLR-3 Aktivierung zytotoxisch auf RPE-Zellen wirken
(Kleinman et al., 2012; Klettner et al., 2013a). Es wurden allerdings auch protektive Wirkungen
auf die Retinazellen nach TLR-3 Aktivierung beobachtet. In Gegenwart von oxidativem Stress
wurde bei primiren murinen RPE-Zellen und ARPE-19-Zellen eine schiitzende Wirkung nach
TLR-3 Aktivierung beobachtet (Patel & Hackam, 2014).

Bei der Stimulation von Mikroglia mit Uberstinden von TLR-3-aktivierten RPE-Zellen wurde
die Expression von der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) reduziert. Auf
mRNA-Ebene wurde die Expression von IL-18 und IL-6 wurde erhoht (Klettner et al., 2014).
Ebenso wurde die Expression von Cyclooxygenase-2 (Cox-2) in Mikroglia erhoht (Klettner et
al., 2014). Die Phagozytoseaktivitit der Mikroglia wurde durch eine TLR-3 Aktivierung nicht
beeinflusst (Klettner et al., 2014).

1.7.3 TLR-4

TLR-4 wird auf der Zelloberflache exprimiert und wird durch Lipopolysaccharide (LPS), einem
Bestandteil der AuBenmembran von gram-negative Bakterien, aktiviert (Kawai & Akira, 2010).
Durch LPS kann die Expression von TLR-4 im RPE verstéirkt werden (Elner et al., 2005). Die
Aktivierung von TLR-4 durch LPS kann im RPE und ARPE-19 die Expression und Sekretion
von Cox-2, iNOS, IL-8, IL-6, TNF-o und IL-18 induzieren (Chen et al., 2017; Elner et al., 2005;
Klettner et al., 2020a; Terheyden et al., 2021). Ebenso wurde bei der Aktivierung von TLR-4
in ARPE-19 durch Komplementfaktor (C5a) IL-6 und IL-8 induziert (Zhu et al., 2015). Eine
Langzeitstimulation mit LPS in primédren RPE-Zellen fiihrte zu einer reduzierten Expression
von Retinal pigment epithelium-specific 65 kDa protein (RPE65), einem Enzym, welches fiir
das Recycling des Sehpigments von Bedeutung ist (Klettner et al., 2020a).

Insgesamt scheint es, dass die Aktivierung der TLRs und die damit einhergehende Induktion
der Sekretion von unterschiedlichen pro-inflammatorischen Zytokinen zu Inflammation und zu
retinalen Erkrankungen wie der AMD beitrdgt (Jonas et al., 2012; Klettner & Roider, 2021;
Miao et al., 2012).

14



1.8 Zytokine/Enzyme

Zytokine sind losliche Proteine und dienen der Kommunikation zwischen Abwehrzellen
(Liillmann-Rauch, 2012). In geringen Konzentrationen regulieren sie in physiologischem Maf3e
Abwehrreaktionen. Verteilen sich Zytokine, zum Beispiel im septischen Schock in hohen
Konzentrationen systemisch, konnen sie letal wirken (Liillmann-Rauch, 2012).

Wir haben in dieser Arbeit die Sekretion der Zytokine IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-o und des
Enzyms iNOS untersucht.

1.8.1 IL-18

IL-18 ist mit verschiedenen Augenerkrankungen wie der diabetischen Retinopathie,
Netzhautablosungen, Uveitis und CNV assoziiert (Kern, 2007; Lavalette et al., 2011; Nakazawa
et al., 2006; Wan et al.,, 2016). Im RPE ist IL-18 in Zellkulturen hauptsdchlich mit der
Aktivierung des Inflammasoms durch Hypoxie, oxidativen Stress oder Autophagie assoziiert
(Doktor et al., 2018; Kauppinen et al., 2012; Piippo et al., 2018; Shi et al., 2015). Inflammasome
sind grofle Multiproteinkomplexe, die dem angeborenen Immunsystem zuzuordnen sind. Ein
Inflammasom besteht aus drei Bestandteilen: einem Mitglied der NOD-like-receptor Familie,
dem Adapterprotein ASC und der Protease Caspase-1. Das Inflammasom wird durch endogene
oder fremde Signale (PAMPs und DAMPs) aktiviert. Uber die Aktivierung von Caspase-1 wird
IL-18 gereift und schlieBlich sezerniert (Ambati et al., 2013; Celkova et al., 2015). Die
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und der damit einhergehende Anstieg des aktiven IL-
1B fordert VEGF-induzierte AMD-Pathologien (Marneros 2013). IL-18 kann pro-angiogen
wirken (Carmi et al., 2009). Die Inhibition von IL-1B in Ratten verhinderte eine subretinale
Neovaskularisation (Olson et al., 2009). Auf der anderen Seite ist IL-1B an der Retinopathie
beteiligt (Zhou et al., 2016). Bei Spenderaugen von Menschen mit geografischer Atrophie
konnte im RPE erhdhte Spiegel von IL-18-mRNA gefunden werden (Tarallo et al., 2012). Auf
der anderen Seite hat exogenes IL-18 eine neuroprotektive Wirkung auf die Zellen in der Retina

(Todd et al., 2019).

15



1.8.2 IL-6

IL-6 wird von RPE-Zellen sezerniert und ist unter anderem mit der exsudativen
Makuladegeneration assoziiert (Fujimoto et al., 2010; Jonas et al., 2012). Zudem wurde IL-6
vermehrt bei Patienten mit AMD nachgewiesen (Seddon, 2005). Mikroglia sezernieren
ebenfalls IL-6 (Yuan et al., 2019). Es wurde gezeigt, dass die Aktivierung von TLR-2,-3 und -
4 die Sekretion von IL-6 in Mikroglia (Marinelli et al., 2015) und RPE-Zellen induziert
(Fujimoto et al., 2010). Im Kontext der Tumorangiogenese wurden pro-angiogene Wirkungen
von IL-6 beschrieben (Dankbar et al., 2000). Fiir die pro-angiogene Wirkung spricht auch, dass
eine genetische Ablation von IL-6 oder des IL-6 Rezeptors im Mausmodell zu einer
Verringerung der CNV fiihrte (Izumi-Nagai et al., 2007). Eine weitere Auswirkung von IL-6
zeigte sich bei Stimulation von RPE mit LPS, hierbei kam es zu einer Induktion der IL-6 und
IL-8 Sekretion, welche zu einer Degeneration des RPE fiihrte (Leung et al., 2009).
Moglicherweise tragt IL-6 zur Krankheitsentwicklung der AMD bei, indem es die Angiogenese
und die RPE-Degeneration fordert (Ambati et al., 2013). In anderen Modellen zeigte IL-6
wiederum eine neuroprotektive Wirkung in der Retina, wie zum Beispiel den Schutz retinaler

Ganglienzellen in einem Glaukommodell (Sappington et al., 2006).

1.8.3 IL-8

Das Zytokin IL-8 tritt bei Augenerkrankungen wie dem Glaukom und Retinaerkrankungen wie
AMD auf (ten Berge et al., 2019). Es kann chemotaktisch auf Neutrophile wirken (Ferrick et
al., 1991) und ist an der Induktion von Angiogenese (Ghasemi et al., 2011) und Entziindungen
beteiligt (Ghasemi et al., 2011). Im RPE fiihrte eine Stimulation mit Poly I:C, IL-18 oder TNF-
a zu einer erhohten IL-8 Synthese (Elner et al., 1990; Kumar et al., 2004). Die Sekretion von
IL-8 kann durch TNF-a aus Mikroglia induziert werden (Y oshida et al., 2004). In menschlichen
Mikroglia induzieren IL-18, TNF-a und LPS die IL-8 Sekretion (Ehrlich et al., 1998), wihrend
IL-4, TGF-B und IL-10 die Produktion von IL-8 inhibieren (Ehrlich et al., 1998). Ebenso wurde
eine Induktion der Sekretion von IL-8 in Mikroglia mit einer Aktivierung von TLR-2 assoziiert

(Rajalakshmy et al., 2015).
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1.8.4 TNF-a

TNF-a wird vor allem von Makrophagen produziert und reguliert unter anderem das
Immunsystem. TNF-a kann Apoptose und die Sekretion von Zytokinen induzieren und hat
Einfluss auf die Zellproliferation und -differenzierung (Horn, 2020). Zudem kann TNF-a
neurotoxisch wirken und axonale Degeneration verursachen (Kitaoka et al., 2006; Ye et al.,
2013). Im Auge ist TNF-a mit retinalen Erkrankungen, wie zum Beispiel der CNV und der
Dekompensation der Blut-Retina-Schranke assoziiert (van der Wijk et al., 2017; Yoshida et al.,
2004). Dazu passt auch, dass TNF-o in Membranen mit choroidaler Neovaskularisation
reichlich vorhandenen ist (Oh et al., 1999). Bei Ischdmie wird TNF-a aktiviert und fordert CNV
(Yoshida et al., 2004). Bei lasergeschéddigten Tieren fiihrte die Hemmung von TNF-a zu einer
verminderten CNV (Lichtlen et al., 2010; Olson, 2007; Shi et al., 2006) und verringerte die

Apoptose von retinalen Zellen (Joussen et al., 2009).

1.8.5 iNOS

Die induzierbare NO-Synthase (iNOS) ist eine der drei Isoformen der NO-Synthase. Dieses
Enzym kann die Bildung von NO aus Arginin katalysieren (Heinrich et al., 2014). NO reagiert
darauthin mit Hyperoxyd-Radikalen (O2") zu Peroxynitrit (OONO"). Peroxynitrit reagiert
wiederum mit Wasser zu einem Hydroxydradikal (OH.), welches sehr reaktiv ist (Horn, 2020).
Mit Hilfe des Hydroxydradikals konnen eingedrungene Bakterien und Mikroorganismen
abgetdtet werden (Horn, 2020). iNOS wird unter anderem in Makrophagen und andere
Immunzellen nach Induktion mit pro-inflammatorischen Zytokinen, produziert (Heinrich et al.,

2014; Pacher et al., 2007).

1.9 Fragestellung

In dieser Arbeit soll die Interaktion zwischen RPE-Zellen und retinaler Mikroglia in einem
Entziindungsgeschehen genauer beleuchten werden. Die RPE-Zellen sind als Teil der Blut-
Retina-Schranke und die Mikroglia als residente, immunkompetente Makrophagen wesentlich
an den Entziindungsprozessen in der Retina beteiligt (Ambati et al., 2013; Bhutto & Lutty,

2012; Hanisch & Kettenmann, 2007; Rashid et al., 2019). Es soll der Einfluss einer Aktivierung
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der TLRs vom Typ -2 (Pam2CSK4), -3 (Poly I:C) und -4 (LPS) in RPE-Zellen und retinaler
Mikroglia untersucht und die Auswirkung der von inflammatorisch aktivierten RPE-Zellen
sezernierten Zytokine auf retinale Mikroglia beobachtet werden. Dafiir soll zunéchst der
Einfluss auf die Zellviabilitit in einem MTT-Assay lberpriift werden. Dann werden die
Verdnderungen in der Sekretion der Zytokine IL-18, IL-6, IL-8 und TNF-a im Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) und anschlieBend Verdnderungen in der Expression von IL-18,
IL-6 und iNOS in der Real-Time RT-PCR angeschaut. Zum Abschluss wird die potenzielle
Neurotoxizitdt untersucht, indem der Einfluss der RPE-Zellen, der Mikroglia und der
Kombination aus beiden, auf die Zellviabilitdt einer neuronalen Zelllinie in einem MTT-Assay
getestet wird. Da Inflammation einen grofen Anteil an der Pathogenese der AMD hat (Chen &
Xu, 2015), konnen durch diese Arbeit eventuell neue Erkenntnisse zur Atiologie und
gegebenenfalls Schlussfolgerungen zu moglichen Therapieoptionen der AMD gewonnen

werden.

2 Material und Methoden
2.1. Materiallisten
2.1.1 Gerite

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Gerdte
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Gerit Bezeichnung Firma Herkunft

Absauger Vacuboy Integra Zizers, CHE

Absorptions-Reader | ELx800 BioTek Instruments | Winooski, Vermont,

GmbH USA

Abzug 7560F Koéttermann Hinigsen, DE
Laborbau Wesemann GmbH Syke, DE

Autoklav Varioklav® Thermofisher Dreieich, DE

Scientific

Brutschrank BB15Water Jacketed | Labotec Gottingen, DE
Incubator

Eismaschine AF80 Scotsman Milan, ITA

Feinwaage Sartorius Analytic Gottingen, DE

Gefrierschrianke -20°C Liebherr Kirchdorf, DE
-80°C Sanyo Moriguchi, JPN
-80°C Haereus instruments | Hanau, DE

Kiihlschrank Liebherr Kirchdorf, DE

Mikroskope:

Fluoreszenz- Imager M2 Carl Zeiss Jena, DE

mikroskop

Inverses Axiovert 100 Carl Zeiss Jena, DE

Lichtmikroskop

Mikrodrop Take3™ Multi- | Biotek Winooski, Vermont,
Volume Plate USA

PCR-Gerite:

Thermocycler Gene Amp  PCR | Perkin Elmer Waltham,
System 2400 7500 Massachusetts, USA

Real-Time RT-PCR

Fast Real- Time PCR
System

Applied Biosystems

Pleasanton,

Kalifornien, USA
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Pinzetten anatomisch, Bausch und Lomb | Berlin, DE
chirurgisch und | GmbH
gebogen
Pipetten Eppendorf Research | Eppendorf AG Hamburg, DE
(10 pl, 100 ul, 1000
pl)
Finnpipette (10 pl, | Thermo Fisher | Waltham,
100 upl, 1000 pl). | Scientific Inc. | Massachusetts, USA
Mehrkanalpipette Eppendorf AG
(100 pl) Hamburg, DE
Pipettierhilfe Pipettboy 2 Integra Biosciences | Zizers, CHE
GmbH
Saugpumpe Vacusafe comfort Integra Biosciences | Zizers, CHE
GmbH
Scheren Enukleationsschere | Bausch & Lomb | Berlin, DE
GmbH
Federschere Karl Storz SE & Co. Tuttlingen, DE
KG
Inkubationsschiittler | Infors HT Infors AG Bottmingen, DE
Sterilbank Safe 2020 Thermo Fisher | Dreieich, DE
Scientific
Thermomixer Thermomixer Eppendorf Hamburg, DE
compact
Wasserbad GF1 Gesellschaft fiir | Grossburgwedel, DE
Labortechnik
Waschautomat ELx50 Biotek Winooski, Vermont,
USA
Zahlkammer Neubauer Superior Marienfeld | Lauda-Konigshofen,
Zahlkammer DE
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Zentrifugen Centrifuge 5414 Eppendorf AG Hamburg, DE
Heraeus Fresco 17 Thermo Electron | Erlangen, DE
Corporation
Sorvall ST40 Thermo Fisher | Dreiecich, DE
Scientific
LLG-uniCFUGE 2 LLG Labware Meckenheim, DE
Centrifuge 5415R Eppendorf AG Hamburg, DE
2.1.2 Chemikalien
Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Chemikalien
Material Firma Herkunft
Aqua bidest (Ampuwa) Fresenius Kabi Bad Homburg, DE
Bisbenzimide H 33258 Sigma-Aldrich Chemie | Steinheim, DE
GmbH
Blocking  Solution (Roti- | Carl Roth GmbH + Co.KG | Karlsruhe, DE
ImmunoBlock®)
Trichlormethan Rotipuran® | Carl Roth GmbH + Co.KG | Karlsruhe, DE
>99, % p.a. (Chloroform)
Collagen A Biochrom GmbH Berlin, DE
DMSO  (Dimethylsulfoxid | Carl Roth GmbH + Co.KG | Karlsruhe, DE
99,5%)
Ethanol (Ethanol absolute | Applichem GmbH Darmstadt, DE
p.a.)
Flouromont (DAPI- | Southern Biotech Birmingham, Alabama, USA
Fluoromount-G)
Glykogen (Glycogen, from | Sigma-Aldrich Chemie | Steinheim, DE
bovine liver, Typ IX) GmbH
HEPES (Pufferan 99,5 % | Carl Roth GmbH + Co.KG | Karlsruhe, DE
p.a.)
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Jod (Betaisadona Losung) Mundipharma GmbH Limburg, DE
Isopropylalkohol (2- | Carl Roth GmbH + Co KG | Karlsruhe, DE
Propanol Rotipuran® >

99,8%, p.a. ACS, ISO)

Methanol (EMSURE ®) Merck KGaA Darmstadt, DE
MTT  (Thiazolyl  Blue | Sigma-Aldrich Chemie | Steinheim, DE
Tetrazolium Bromide) GmbH

Natriumchlorid (NaCl) 0,9%

Fresenius Kabi

Bad Homburg, DE

Salzlésung (PBS Dulbecco)

Na?*- EDTA (Dinatriumsalz | Sigma-Aldrich GmbH Steinheim, DE
+ Ethylendiamintetraacetat)
Phosphatgepufferte Biochrom GmbH Berlin, DE

RNase Away

Molecular BioProducts, Inc.

San Diego, Kalifornien, USA

RNase freies H,O

Machery-Nagel GmbH + Co
KG

Diiren, DE

Trichlormethan Rotipuran® | Carl Roth GmbH + Co.KG | Karlsruhe, DE
>99, % p.a. (Chloroform)
Trypanblau (7rypan Blue | Sigma-Aldrich Chemie | Steinheim, DE
Solution 0,4%) GmbH
Zamboni Morphisto Frankfurt am Main, DE
Evolutionsforschung &
Anwendung GmbH

2.1.3 Antikorper

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Antikérper

Material

Firma

Herkunft
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(Anti-goat IgG (H+L))

Goat polyclonal Anti-Ibal | Abcam Cambridge, UK
antibody (ab5076)
AlexaFluor® 555 donkey | Invitrogen Eugene, Oregon, USA

2.1.4 ELISA-Kits

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten ELISA-Kits

Gesuchtes Protein

Verwendetes Set

Minneapolis, Minnesota, USA

Porcine IL-18 Quantikine® ELISA; R&D  Systems;
Minneapolis, Minnesota, USA

Porcine 1L-6 Quantikine® ELISA; R&D  Systems;
Minneapolis, Minnesota, USA

Porcine CXCL/IL-8 Quantikine® ELISA; R&D  Systems;
Minneapolis, Minnesota, USA

Porcine TNF-a Quantikine® ELISA; R&D  Systems;
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2.1.5 Enzyme

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Enzyme

Enzym Bezeichnung Firma Herkunft

Biotase Protease/EDTA Biochrom GmbH Berlin, DE
Solution

DNase 1 Applichem GmbH Darmstadt, DE

Trypsin Trypsin from porcine | Sigma-Aldrich Steinheim, DE
pancreas (Pulver) Chemie GmbH

Trypsin 0,25% in PBS PAN Biotech GmbH | Aidenbach, DE

Trypsin/EDTA 0,25%/0,02% in PBS | PAN Biotech GmbH | Aidenbach, DE

2.1.6 Losungen

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Losungen

Losungen Zusammensetzung
Collagen A 1:3 - Collagen A:PBS
Dissoziationslosung 25 ml DMEM

0,025 g Trypsin

0,06 g HEPES

0,005 g EDTA
Jodlésung 1:3 - Jod:NaCl

MTT-Gebrauchslosung

0,5 pg/ml — verdiinnt mit DMEM ohne

Phenolrot

RotiBlock Gebrauchslosung

1:10 mit Aqua bidest
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2.1.7 Primer

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Primer

Material Artikelnummer Firma Herkunft
18s Hs99999901 sl Applied Biosystems | Forster City,
Kalifornien, USA
IL-6 Ss03384604 Applied Biosystems | Pleasanton,
Kalifornien, USA
IL-1B Ss03393804 Applied Biosystems | Pleasanton,
Kalifornien, USA
iNOS Ss03374608 Applied Biosystems | Pleasanton,
Kalifornien, USA
2.1.8 Software
Tabelle 8: Auflistung der verwendeten Software
Programm Hersteller
Gen5 Take3 module BioTek
7500 Fast Applied Biosystems
Gen5 BioTek

2.1.9 TLR-Agonisten

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten TLR-Agonisten

acid (Poly I:C)

Material Firma Herkunft
Pam2CSK4 (Pam) Tocris Biosciences Bristol, UK
Polyinosinic:polycytidylic Tocris Biosciences Bristol, UK

Lipopolysaccharid (LPS) aus
E. coli

Sigma-Aldrich
GmbH

Chemie

Steinheim, DE
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2.1.10 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Material Bezeichnung Firma Herkunft
Pasteurpipetten Kalk-Soda-Glas Th. Geyer GmbH & | Renningen, DE
150mm (Labsolute | Co.KG
®).
Plastik-Pipetten Ratiolab GmbH Dreieich, DE
Pipettenspitzen 10 pl, 20 pl, 100 pl, | Sarstedt AG & | Nimbrecht, DE
200 pl, 1000 pl Co.KG
Plastikdeckgldschen | TC Coverslip, 13mm | Sarstedt Inc. Newton, North
Carolina, USA
Objektrager Assistent Glaswarenfabrik Sondheim v. d. Rhon,
Karl Hecht GmbH & | DE
Co KG
Rasierklinge T585 Plano Wetzlar, DE
Reagiergefille SafeSeal — 1,5ml Sarstedt AG & | Niimbrecht, DE
Co.KG
Serologische Pipette | 5,10 & 50 ml Sarstedt AG & | Niimbrecht, DE
Co.KG
Skalpell Nummer 10 Feather Osaka, JPN
Sterilfilter Nalgen Syringe | Thermo  Scientific | Rochester, New
Filter, steril Nalgene Products York, USA
Verschlussfolie ParafilmMIS Th.Geyer Renningen, DE
Zellkulturflasche T25 TPP Trasadingen, CHE
T75 Sarstedt AG & | Nimbrecht, DE
Co.KG
Zellkulturschale Nunclon Delta | Thermo Fisher | Roskilde, DK
Surface Scientific
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Zellschaber Sarstedt, Inc. Newton,
Massachusetts, USA
Zentrifugenréhrchen | 10, 15 & 50 ml Sarstedt AG & | Niimbrecht, DE
Co.KG
Zellkultur-Platte 12-Well TPP Trasadingen, CHE
24-Well Sarstedt AG & | Nimbrecht, DE
Co.KG
96-Well Sarstedt AG & | Nimbrecht, DE
Co.KG

2.1.11 verwendete Kits fiir Real-Time RT-PCR

Tabelle 11: Auflistung der verwendeten Kits fiir die Real-Time RT-PCR

Verwendung Bezeichnung Hersteller Herkunft

cDNA RevertAid First Thermo Scientific™ | Waltham,
Strand cDNA Massachusetts, USA
Synthesis Kit

cDNA RQ1 RNase-Free Promega GmbH Madison, Wisconsin,
DNase USA

RT-PCR TagMan® Universal | Applied Biosystems | Pleasanton,
PCR Master Mix Kalifornien, USA

2.1.12 Zusammensetzungen der verwendeten Zellkulturmedien

Tabelle 12: Zusammensetzungen der verwendeten Zellkulturmedien

Medium Zusammensetzung

Mikroglia-Medium DMEM high Glucose + Phenolrot
10% FCS 201735 — fiir eine halbe Stunde bei
56°C inaktiviert

1% Penicillin & Streptomycin
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RPE-Medium

DMEM high Glucose + Phenolrot
10% FCS

1% Penicillin & Streptomycin
+2,5% HEPES

+ 1% Sodium

+ 1% NEA

Neuro-Medium (SH-SYS5Y) Royal Park Memorial Institute
Zellkulturmedium (RPMI)
10% FCS

1% Penicillin & Streptomycin

2.1.13 Material fiir die Zellkulturmedien

Tabelle 13: Auflistung der verwendeten Materialien fiir die Zellkulturmedien

Material Zusatz Firma Herkunft

DMEM ohne | DMEM/High HyClone Logan, Utah, USA
Phenolrot Modified Laboratories

DMEM mit | DMEM/High HyClone Logan, Utah, USA
Phenolrot Glucose Laboratories

DMEM mit Biochrom GmbH Berlin, DE
Phenolrot

Fetales Kidlber Serum LinarisBlue Wertheim-Bettingen,
(FCS) DE

HEPES Biochrom GmbH Berlin, DE
Non-essential amino Biochrom GmbH Berlin, DE

acids (NEA)

Penicillin/ Biochrom GmbH Berlin, DE
Streptomycin

Roswell Park Biochrom GmbH Berlin, DE
Memorial Institute
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(RPMI) 1640
Medium
Sodium Pyruvat Biochrom GmbH Berlin, DE

2.2 Methoden
2.2.1 Praparation von retinalem Pigmentepithel aus porcinen Bulbi

Die Préparation von RPE-Zellen erfolgte aus porcinen Bulbi und beruht auf einer von Klettner
et al. 2008 abgewandelten Methode von Wiencke et al. aus dem Jahre 2003 (Klettner & Roider,
2008; Wiencke et al., 2003). Die Augen wurden von verschiedenen regionalen Schlachthéfen
zur Verfiigung gestellt. Nach der Schlachtung und wéhrend des Transports wurden die Bulbi
gekiihlt und die Préparation ziigig begonnen. Zu Beginn wurde iiberschiissiges Gewebe von
dem porcinen Bulbus entfernt und die Augdpfel fiir 5-10 Minuten in einer Jodlosung
desinfiziert. Dann wurden die Bulbi in einem mit 200 ml Natriumchlorid (NaCl) gefiillten
Becherglas gesammelt und auf Eis gelagert. Die folgenden Schritte wurden unter einer
Sterilwerkbank unter mdglichst sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

Zunichst wurde der Bulbus circa 0,6 cm hinter dem Limbus mit einer Rasierklinge eréffnet und
der vordere Abschnitt des Auges, die Linse und der Glaskorper verworfen. Der hintere
Augenabschnitt wurde als Augenbecher weiterverwendet. Zur Ablosung der Retina wurden 2
ml PBS in die Augenbecher gegeben. Die Retina konnte nun mit Hilfe von Pinzetten und einer
Schere vorsichtig abgeldst werden. In einem Zentrifugenréhrchen mit 10-15 ml PBS wurden
die abgelosten Retinae gesammelt. Diese konnten fiir die Prdparation von Mikroglia
weiterverwendet werden, wie in ,,Priparation von retinaler Mikroglia aus porcinen Bulbi* nidher
erldutert (siche 2.2.2).

Zur Gewinnung von RPE-Zellen wurden die Augenbecher in Augenschédlchen gesammelt, mit
Trypsin befiillt und fiir 10 Minuten im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO:-Begasung inkubiert.
Nach Inkubation wurde das Trypsin abgesaugt, durch Trypsin-EDTA ersetzt und die
Augenbecher fiir weitere 45 Minuten bei 37 °C und 5% CO:-Begasung inkubiert. Zwei
Zentrifugenrohrchen mit je 25 ml RPE-Medium wurden vorbereitet. Nach Ablauf der 45
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Minuten wurden die RPE-Zellen im Trypsin-EDTA vorsichtig mit einer 1000 pl Pipette aus
dem Augenbecher abgespiilt und zur Neutralisation des Trypsins in das vorbereitete RPE-
Medium gegeben. Nachdem alle Augenbecher ausgespiilt waren, wurden die
Zentrifugenréhrchen flir 5 Minuten bei 900 rpm und Zimmertemperatur zentrifugiert, das
iiberschiissige Medium abgesaugt und die Pellets in jeweils 1 ml RPE-Medium resuspendiert.
Die beiden Pellets wurden in einem Zentrifugenrohrchen zusammengefiihrt, dieses auf 25 ml
mit RPE-Medium aufgefiillt und erneut bei 900 rpm und Raumtemperatur fiir 5 Minuten
zentrifugiert. Nachdem das Medium abgesaugt und das Pellet erneut in 1 ml RPE-Medium
resuspendiert worden war, wurde das Zentrifugenrohrchen bis auf 12 ml mit RPE-Medium
aufgefiillt und die Zellsuspension zu jeweils 1 ml pro Well auf einer 12-Well-Platte verteilt und
in den Brutschrank gestellt. Der Mediumwechsel erfolgte zwei Mal pro Woche. Mindestens ein
Mal in der Woche wurden die Platten mikroskopisch auf Konfluenz, Aussehen und

Kontaminationen untersucht.

2.2.2 Praparation von retinaler Mikroglia aus porcinen Bulbi

Die Préiparation von retinaler Mikroglia beruht auf einer Arbeit von Richardson aus dem Jahr
1993, in der beschrieben wird, dass in einer Kultur aus primédren Astrogliazellen auch immer
Mikrogliaprogenitorzellen wachsen. Auf Grundlage dieser Arbeit wurde 2014 von Klettner et
al. eine Methode entwickelt, um primére Mikroglia aus porcinen Retinae zu gewinnen (Klettner
et al., 2014; Richardson et al., 1993).

Die Retinae wurden wie in 2.2.1 beschrieben aus den Augenbechern gewonnen und in einem
Zentrifugenrohrchen mit 10-15 ml PBS gesammelt. Jeweils 2,5 Retinae wurden nun in ein
Zellkulturschale, befiillt mit 5 ml kalten PBS, gegeben. Mit einem Skalpell und einer Pinzette
wurden die Retinae in 1-2 mm grof3e Stiicke zerschnitten und in ein Rohrchen (15 ml) tiberfiihrt.
Nachdem sich die Retinae unten abgesetzt hatten, wurde das tiberschiissige PBS abgesaugt. Pro
Rohrchen wurden nun 3 ml der Dissoziationslosung (siehe 2.1.6; Tabelle 6) und 35 pl der
Desoxyribonuklease (DNase) Losung hinzugegeben. Das Gemisch wurde vorsichtig
aufgeschiittelt und fiir 30 Minuten im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO,-Begasung inkubiert.

Nach 15 Minuten wurden die R6hrchen erneut vorsichtig aufgeschiittelt.
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Nach Inkubation wurde die Dissoziationslosung abgesaugt und 2 ml Mikroglia-Medium und
50 ul DNase Losung hinzu pipettiert. Zundchst wurde das Gemisch im Réhrchen mit einer
serologischen 10 ml Pipette 4—-5-mal und anschlieBend mit einer 1000 ul Pipette weitere 10-15
mal dissoziiert. Die Zellsuspensionen wurden in einem 50 ml Rohrchen gesammelt und dieses
auf circa 30 ml mit Medium aufgefiillt. In die T75 Zellkulturflasche wurden jeweils 10-12 ml
Mikroglia-Medium vorgelegt. Die Zellsuspension wurde anschlieend gleichméaBig auf die T75
Zellkulturflasche verteilt.

Der Mediumwechsel erfolgte je nach Praparationstag in der ersten Woche am 2., 3. und 7. Tag
bzw. am 3., 4. und 7. Tag nach Prédparation und weiterhin an zwei Tagen in der Woche.

Die Astrozyten bildeten einen Zellrasen am Boden der Zellkulturflasche auf dem die Mikroglia
locker aufsaBBen. Nachdem sich in den Zellkulturflasche einige groBere konfluierende
Astrozytenfelder zeigten, wurden die ersten Mikroglia geerntet. Die Beurteilung erfolgte
mikroskopisch, je nach Aussehen konnten die Kulturen nach dem 3. oder 4. Mediumwechsel
erstmalig geerntet werden.

Zum Ernten wurde die Zellkulturflasche geschwenkt und das Medium in einem 50 ml
Zentrifugenrohrchen gesammelt. Die Zentrifugenréhrchen wurden bei 1200 x g fiir 5 Minuten
zentrifugiert und das tiberschiissige Medium abgesaugt. Das Pellet wurde in 1 ml Mikroglia-
Medium resuspendiert und die Zellanzahl mit einem Trypanblau-Assay bestimmt. Trypanblau
wird iiber die geschidigten Zellmembranen von toten Zellen aufgenommen, sodass die vitalen
Zellen unter dem Mikroskop hell erscheinen und die toten Zellen blau eingefdrbt sind (Riss et
al., 2004). Hierzu wurden jeweils ein Teil der Zellsuspension und ein Teil Trypanblau in ein
Reagiergefdl gegeben und gut durchmischt. Die Suspension wurde in eine Neubauer-
Zahlkammer pipettiert und die lebenden Zellen dort ausgezéhlt. Die Zellsuspensionen der
verschiedenen Kulturen wurden entsprechend der bendtigten Zellzahlen gemischt, verdiinnt

und auf 24-Well-Platten ausgesét. Pro Well wurden 500 pl der Suspension pipettiert.
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2.2.3 SH-SY5Y-Zellen in der Zellkultur
2.2.3.1 Auftauen

SH-SYS5Y-Zellen entstammen einer Zelllinie, die im Jahr 1970 aus einem Neuroblastom isoliert
wurden. Die damals entnommenen Zellen wurden weiter geklont, bis daraus die SH-SY5Y
Zelllinie entstanden ist (Biedler et al., 1978).

Die SH-SY5Y-Zellen wurden bei -80°C im Gefrierschrank aufbewahrt, dort entnommen und
bei Zimmertemperatur aufgetaut. Die Zellen wurden in ein Zentrifugenrdhrchen, in welches 14
ml Neuro-Medium vorgelegt wurden, iiberfiihrt und bei 900 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert.
Das tiiberschiissige Medium wurde entfernt und das Pellet in 1 ml Medium resuspendiert.
Nachdem das Zentrifugenréhrchen mit Neuro-Medium auf 15 ml aufgefiillt wurde, erfolgt eine
erneute Zentrifugation bei 900 rpm fiir 5 Minuten. Wieder wurde das iiberschiissige Medium
abgenommen und das Pellet in 1 ml Neuro-Medium resuspendiert. AbschlieBend wurde die
Zellsuspension mit 6 ml Neuro-Medium verdiinnt und komplett in ein T25-Flask iiberfiihrt. Am
nichsten Tag konnten die Zellen mikroskopisch beurteilt und das weitere Vorgehen

beschlossen werden.

2.2.3.2 Subkultivierung

Die Beurteilung der Konfluenz erfolgte mikroskopisch. Je nach Bedarf wurden die SH-SYS5Y-
Zellen in unterschiedlichen Verhéltnissen subkultiviert. Zum Subkultivieren wurde das
Medium aus der Zellkulturflasche entfernt und der Zellrasen mit 2 ml warmen PBS gewaschen.
Das PBS wurde abgenommen und 1 ml Biotase zur Ablosung der Zellen in die Zellkulturflasche
pipettiert. Die Zellkulturflasche wurde fiir 1-5 Minuten bei 37°C und 5% CO»>-Begasung im
Brutschrank inkubiert. Die Ablosung der Zellen wurde unter dem Mikroskop kontrolliert. Nach
der Inkubation wurde der Zellrasen vorsichtig mit 2 ml Neuro-Medium abgespiilt. Dadurch
wurde die Biotase neutralisiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in ein
Zentrifugenrohrchen mit 14 ml Neuro-Medium iiberfiihrt. Das Zentrifugenrohrchen wurde bei
900 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert, das iiberschiissige Medium entfernt und das Pellet in 1 ml
Neuro-Medium resuspendiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension entsprechend der

gewiinschten Verdiinnung mit Neuro-Medium aufgefiillt. In einer T25-Flask wurden 6 ml
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Neuro-Medium vorgelegt und 1 ml der verdiinnten Zellsuspension hinzugegeben. Die Zellen

wurden bei 37°C und 5% CO,-Begasung gelagert.

2.2.3.3 Aussien

Um die Adhédsion der SH-SY5Y-Zellen zu verstiarken, wurden die Platten vor der Aussaat mit
Kollagen beschichtet. Dafiir wurde eine Kollagengebrauchslosung mit Kollagen A und PBS im
Verhéltnis 1:3 angesetzt. Die Losung wurden in das Well pipettiert und die Platte fiir 30
Minuten im Brutschrank inkubiert. Nach Inkubation wurde das iiberschiissige Kollagen
abgesaugt und die Wells einmalig mit PBS gewaschen.

Das Aussehen der Zellen wurde unter dem Mikroskop beurteilt. Das Medium wurde aus der
Zellkulturflasche entfernt und die Zellen, wie bei der Subkultivierung 2.2.3.2, mit 2 ml PBS
gewaschen und anschliefend mit 1 ml Biotase abgeldst. Nachdem die Zellen wie oben
beschrieben abgespiilt, zentrifugiert und resuspendiert wurden, erfolgt die Bestimmung der
Zellzahl aus 1 ml Zellsuspension mit einem Trypanblau-Assay.

Dafiir wurden 19 Teile Trypanblau mit 1 Teil Zellsuspension gut durchmischt und einige
Mikroliter der Suspension in eine Neubauer-Zihlkammer gegeben, gemidll dem
Verdiinnungsfaktor von 20 wurde die Zellanzahl rechnerisch ermittelt. Pro Well wurden

300.000 Zellen auf einer kollagenbeschichteten 24-Well-Platte ausgesiit.

2.2.4 Immunzytochemische Ibal-Firbung

Zum spezifischen Nachweis retinaler Mikroglia und zur Uberpriifung der Kulturreinheit wurde
eine immunzytochemische Fluoreszenzfirbung mit einem Anti-Ibal Antikdrper an drei
verschiedenen Kulturen durchgefiihrt. lonized calcium-binding adapter molecule 1 (Ibal) ist
spezifisch fiir Mikroglia (Ito et al., 1998). Das Protokoll basiert auf einer bereits publizierten
Arbeit (Klettner et al., 2014). Bei einer immunzytochemische Farbung bindet zunéchst der 1.
Antikorper an sein Antigen, das gesuchte Protein, in diesem Fall Ibal. An den 1. Antikdrper
bindet anschlieBend ein fluoreszierender 2. Antikdrper und es entsteht ein Fluoreszenzsignal,
welches unter einem Fluoreszenzmikroskop (Imager.M2; Carl Zeiss) sichtbar ist. Die Zellkerne

wurden mit dem Farbstoff Bisbenzimide (Hoechst 33258) angeférbt. Zur Kontrolle wurde ein
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Teil der Mikroglia nur mit dem fluoreszierenden 2. Antikdrper und der Kernféarbung behandelt.
Auf diese Weise konnte iiberpriift werden, ob der 2. Antikdrper spezifisch an den 1. Antikdrper
und somit an Ibal bindet oder ob auch bei Bindung an andere Strukturen ein Fluoreszenzsignal
entsteht. Pro Farbung wurden fiinf Bilder mit dem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. Um
den Anteil der Mikroglia zu bestimmen, wurde der Quotient aus Ibal-positiven (Hoechst +/
Ibal +) und Ibal-negativen (Hoechst +/ Ibal -) Zellen ermittelt.

Fiir die Farbung wurden die Mikroglia geerntet (siche 2.2.2) und auf einer 24-Well-Platte auf
Plastikdeckglidschen ausgesit. Am nédchsten Tag wurden die Zellen gefarbt. Zunichst wurde
das Medium abgenommen, es folgte ein Waschvorgang mit phosphatgepufferter Salzlosung
(PBS) und eine Fixierung mit 50 pul Zamboni-Losung fiir 30 Minuten. Darauthin wurden die
Zellen erneut drei Mal mit PBS gewaschen, mit 500 ul Methanol fiir 10 Minuten permeabilisiert
und ein weiteres Mal mit PBS gespiilt. Zur Blockierung von unspezifischen Bindungsstellen
wurde 500 pl Blocking Solution auf die Deckgldschen gegeben und diese, abgedeckt mit
lichtundurchldssiger Folie, flir eine Stunde inkubiert. AnschlieBend wurden 50 pl des 1.
Antikorpers (Iba-1 Goat 1:500 in Roti®Block-Gebrauchslosung) auf die Proben aufgetragen.
Die Kontrollen wurden nur mit Roti®Block behandelt. Nach 60 Minuten Inkubationszeit in
einer feuchten, lichtgeschiitzten Kammer wurden die Deckgldschen drei Mal mit PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden der 2. Antikorper und die Kernfarbung (donkey goat 555
1:700 & Hoechst 33258 1:500 in Roti®Block-Gebrauchslosung) aufgetragen und fiir 60
Minuten in einer feuchten, lichtgeschiitzten Kammer inkubiert. Die Deckglédschen wurden drei
Mal mit PBS, einmalig mit Aqua bidest gewaschen und final mit Flouromount auf den

Objekttragern fixiert.

2.2.5 Stimulation der Zellen

Tabelle 14: Auflistung der verwendeten TLR-Agonisten und Konzentrationen

Name - Rezeptor Konzentrationen
Pam2CSK4 — TLR-2 10, 50, 100 ng/ml
Poly I:C — TLR-3 1, 10, 100 pl/ml
LPS - TLR-4 0,1, 1, 10 pl/ml
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Die Stimulationszeit betrug bei allen Zellarten 24 Stunden. Die gewonnenen Uberstinde
wurden nach Abnahme bei 4°C gelagert, bei 13.000 rpm fiir 15 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand anschlieBend in ein neues Reagiergefif iiberfiihrt. Die Uberstinde wurden bei -
20°C und -80°C aufbewahrt. Zum Ansetzen der Stimulationslésungen und fiir die
unbehandelten Kontrollen wurde fiir alle Zellarten Mikroglia-Medium verwendet. Eine
Zytotoxizitit des Mikroglia-Mediums bei RPE-Zellen und SH-SY5Y-Zellen konnte im MTT-
Assay ausgeschlossen werden. Die Uberstinde wurden vor der Gabe auf die Zellen bei 37 °C

erwarmt.

2.2.5.1 RPE-Zellen

Die RPE-Zellen wurden, nachdem sie Konfluenz erreicht hatten, fiir 24 Stunden mit TLR-
Agonisten (Pam2CSK4, Poly I:C und LPS) stimuliert (siche Tabelle 14). Pro Well wurde 1 ml

Stimulationslosung pipettiert.

Pam2CSK4
50 ng/ml

Pam2CSK4
100 ng/ml

Pam2CSK4
10 ng/ml

Poly I.C
100 pg/ml

LPS
10 pg/ml

/

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Stimulationsschemas der RPE-Zellen




2.2.5.2 Mikroglia

Fiir die Versuche im MTT-Assay wurden 200.000-250.000 Mikroglia pro Well ausgesét. Fiir
die Real-Time RT-PCR wurden 600.000 Zellen pro Well ausgesét. Die Mikroglia wurden einen
Tag nach ihrer Ernte und Aussaat stimuliert. Zur Stimulation der Mikroglia wurden sowohl eine
Stimulationsldsung mit TLR-Agonisten (siche Tabelle 14) als auch RPE-Uberstinde (von 24
Stunden lang stimulierten RPE-Zellen) verwendet. Die Stimulation erfolgte in den verwendeten

24-Well-Platten mit 500 ul der Stimulationsldsung oder 500 ul des RPE-Uberstandes pro Well.

/ 1 2 3 4 5 6 \
LPS LPS LPS

B 0,1 pg/ml 1 pg/ml 10 pg/ml
-RPE -RPE -RPE

- (&)

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Stimulationsschemas der Mikroglia am Beispiel
des TLR-Agonisten LPS. Die Versuche wurden folgendermaflen gekennzeichnet: -RPE =
Stimulation mit TLR-Agonisten (hier LPS) in Medium, +RPE = Stimulation mit Uberstéinden
von zuvor mit TLR-Agonisten (hier LPS) stimulierten RPE-Zellen.

LPS LPS LPS
0,1 pg/ml 1 pg/ml 10 pg/ml
+RPE +RPE +RPE

2.2.5.3 SH-SY5Y-Zellen

Die SH-SY5Y-Zellen wurden jeweils 24 Stunden nach der Aussaat fiir 24 Stunden stimuliert.
Fiir die Versuche wurden 300.000 Zellen pro Well ausgesét, nach 24 Stunden wurde die

Konfluenz mikroskopisch beurteilt. Bei einer Konfluenz iiber 85 % wurden die Zellen fiir die
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Versuche verwendet. Die Zellen wurden sowohl mit Stimulationslésung als auch mit
Uberstéinden von stimulierten Mikroglia und RPE-Zellen stimuliert. Pro Well der verwendeten

24-Well-Platten wurden 400 pl der Stimulationsldsung oder des Uberstandes pipettiert.

K 1 2
LPS

B 0,1 pg/ml
+RPE
LPS

C 0,1 pg/ml
+MG

LPS

1 pg/ml
+RPE

LPS
10 pg/ml
+RPE

OO

LPS
1 pg/ml

+RPEAMG

LPS
D 0,1 pg/ml
\ +RPE/+MG

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Stimulationsschemas der SH-SY5Y-Zellen am
Beispiel des TLR-Agonisten LPS. Die Versuche wurden folgendermafBlen gekennzeichnet: -
RPE/-MG = Stimulation mit TLR-Agonisten (hier LPS) in Medium, +RPE = Stimulation mit
Uberstinden von zuvor mit TLR-Agonisten (hier LPS) stimulierten RPE-Zellen, +MG =
Stimulation mit Uberstéinden von zuvor mit TLR-Agonisten (hier LPS) stimulierten Mikroglia,
+RPE/+MG = Stimulation mit Uberstinden von Mikroglia die zuvor mit Uberstinden von RPE-
Zellen stimuliert wurden, die wiederum zuvor mit TLR-Agonisten (hier LPS) behandelt
wurden.

2.2.6 MTT-Assay

Zur Uberpriifung der Zytotoxizitit wurde nach 24 Stunden Stimulation ein MTT-Assay
durchgefiihrt. Die Methoden und Erkenntnisse von Mosmann aus dem Jahr 1983 sowie
Twentyman und Luscombe aus dem Jahr 1987 bilden die Grundlage fiir den MTT-Assay
(Mosmann, 1983; Twentyman & Luscombe, 1987).
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Bei dem MTT-Assay wird eine Gebrauchslosung (0,5 mg/ml) mit dem Farbstoff (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-y1)2,5 diphenyltetrazoliumbromid) auf die Zellen gegeben. Diese MTT-
Gebrauchslésung wurde aus 9 ml DMEM ohne Phenolrot und 1 ml MTT (5 mg/ml) hergestellt.
In den 2 Stunden Inkubationszeit wird der Farbstoff von den Zellen aufgenommen und zu
Formazan umgesetzt. AnschlieBend wird das Formazan durch Lyse aus den Zellen geldst und
die Proben photometrisch ausgewertet. Da nur vitale Zellen den Farbstoff umsetzten, kann man
anhand der unbehandelten Kontrolle vergleichen, wie viele Zellen abgestorben sind. Die
Kontrolle wurde als 100% angesehen. Die anderen Proben wurden in Relation zur Kontrolle

bewertet.

2.2.6.1 MTT-Assay RPE-Zellen

Zur Durchfiihrung des MTT-Assays mit RPE-Zellen wurden zunichst die Uberstinde steril
abgenommen und der Zellrasen zwei Mal mit warmen PBS gewaschen. 350 pl der MTT-
Gebrauchslosung wurden auf die Zellen gegeben und die Platte fiir 2 Stunden bei 37°C und 5%
CO:-Begasung inkubiert. AnschlieBend wurde die MTT-Losung abgesaugt und 250 ul DMSO
zur Lyse auf die Zellen gegeben. Die Platte wurde fiir 5 Minuten bei 100 rpm geschiittelt. In
dieser Zeit wurde eine 96-Well-Platte vorbereitet. Zum Vergleich wurden 150 ul DMSO als
Leerwert eingesetzt, in den Wells zur Testung der Proben wurden je 100 pl DMSO pipettiert.
Zu diesen 100 pl DMSO wurden 50 pl der gut durchmischten Probe gegeben. Die Platte wurde
im ELISA-Reader bei 550 nm photometrisch ausgelesen.

2.2.6.2 MTT-Assay Mikroglia

Unter der Sterilwerkbank wurden die Uberstéinde abgenommen. Die Zellen wurden einmalig
mit warmen PBS gewaschen, pro Well 250 pl der MTT-L6sung pipettiert und die Platte fiir 2
Stunden bei 37°C und 5% CO>-Begasung inkubiert. Da sich Mikroglia schnell vom Boden des
Wells ablosten, wurde ein Zwischenschritt eingefiigt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde
die MTT-Losung in ein Reagiergefdl} iiberfiihrt und fiir 40 Sekunden in der Tischzentrifuge
zentrifugiert. Die MTT-Ldsung wurde abgenommen, ohne das Zellpellet zu beriihrend, und es

wurden 150 pl DMSO pro Reagiergefdll pipettiert. Die Reagiergefale wurden fiir circa 2,5
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Minuten bei 100 rpm geschiittelt. Nachdem sich das Zellpellet im DMSO gelost hatte, wurde
dieses in das jeweilige Well zuriickgefiihrt und die Platte fiir weitere 2,5 Minuten geschiittelt.
In der Zwischenzeit wurde eine 96-Well-Platte vorbereitet. Als Leerwert wurden 150 pl DMSO
pipettiert. Zur photometrischen Testung wurden 100 ul DMSO in das Well vorgelegt und 50 pl
der Probe hinzugegeben. Die Probe und das DMSO wurden durch Auf- und Abpipettieren gut
durchmischt. Die 96-Well-Platte wurde abschlieBend in einem ELISA-Reader bei 550 nm

ausgelesen.

2.2.6.3 MTT-Assay SH-SYSY-Zellen

Auch mit den SH-SY5Y-Zellen wurde ein MTT-Assay zur Uberpriifung der Zytotoxizitit
durchgefiihrt. Nach 24 Stunden Stimulation wurden die Uberstinde abgenommen und die
Zellen einmal vorsichtig mit warmen PBS gewaschen. Nach jedem Schritt wurde kontrolliert,
ob sich Zellen abgelost hatten. War dies der Fall, wurde der Test verworfen. Nachdem Waschen
wurde pro Well 250 pl MTT-Gebrauchsldsung pipettiert. Die Platte wurde fiir 2 Stunden bei 37
°C und 5% CO»-Begasung inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurde die MTT-Losung aus jedem Well in ein entsprechendes
Reagiergefd3 iiberfiihrt und fiir fiinf Minuten bei Zimmertemperatur und 13.000 rpm
zentrifugiert. Die MTT-Losung wurde abgenommen, ohne das Pellet zu beriihren, und
verworfen. Pro Reagiergefdll wurden nun 250 pl DMSO hinzugefiigt, um die Zellen zu lysieren
und den Farbstoff aus den Zellen zu 16sen. Die Reagiergefdale wurden fiir 3 Minuten bei 100
rpm geschiittelt, bis das Pellet sich gelost hatte. Das DMSO wurde dann in das entsprechende
Well zuriickgefiihrt und die Platte erneut geschiittelt. Wie oben beschrieben wurde eine 96-
Well Platte vorbereitet. Nach Zugabe der Proben wurde die 96-Wellplatte abschlieend in

einem ELISA-Reader bei 550 nm ausgelesen.

2.2.7 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur quantitativen Messung des sezernierten IL-18, IL-6, IL-8 und TNF-a in den Proben der
stimulierten Mikroglia wurde ein ELISA genutzt (Stanker & Hnasko, 2015). Diese

funktionieren nach dem folgenden Prinzip: Die Proben wurden auf eine, mit spezifischen
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Capture-Antikorpern beschichtete, 96-Well-Platte aufgetragen. Das gesuchte Zielprotein
bindet an den Capture-Antikdrper. Nach einer Inkubationszeit wurde ein konjugierter
Nachweisantikorper aufgetragen. Dieser bindet an ein anderes Epitop des Zielproteins und es
bildet sich ein ,,Sandwich®, bestehend aus Antikorper-Protein-Antikdrper. An den
Nachweisantikorper ist ein Enzym gekoppelt, welches wiederum bei Zugabe des Substrats
einen Farbumschlag katalysiert. Die Intensitét der Farbung korreliert mit der Konzentration des
Zielproteins in der Probe. Bei 450 nm Wellenlédnge wurde die Platte dann im ELISA-Reader
photometrisch ausgelesen. Alle Proben wurden unverdiinnt aufgetragen. Die Werte wurden
rechnerisch mit Hilfe einer Standardkurve ermittelt, die fiir den jeweiligen ELISA mit
aufgetragen wurde. Die ELISA-Kits wurden gemi3 den Herstelleranleitungen genutzt. Die

verwendeten Kits finden sich in Tabelle 3 (siche 2.1.4).

'4 '4

Y Y

mit Capture-Antikorper gesuchtes Protein Detection-Antikdrper durch Substratzugabe
beschichtete 96-Well-Platte bindet an CAK bindet katalysiert das Enzym am
2. DAK einen

. Farb hl
© gesuchtes Protein 'Y Capture-Antikorper (CAK) AE Detection-Antikorper (DAK) mit gekoppeltem Enzym Substrat ardumsciag

Abbildung 5: Schematische Darstellung eines ELISA nach dem ,, Sandwich “-Prinzip

2.2.8 Real-Time RT-PCR

Um die Expression von Zytokinen genauer zu beleuchten, wurde eine Real-Time RT-PCR
durchgefiihrt. Die Mikroglia wurden fiir 24 Stunden mit Stimulationslésung oder mit RPE-
Uberstéinden stimuliert. Zur Stimulation wurde LPS in einer Konzentration von 1 pg/ml und
Pam2CSK4 in einer Konzentration von 50 ng/ml verwendet. Es wurden die folgenden drei
Faktoren IL-6, IL-18 und iNOS untersucht. Als Vorbereitung wurde zunéchst die RNA aus den
stimulierten Zellen mit Trizol isoliert, stabilere cDNA hergestellt und die quantitative

Expression dann mit Echtzeit-Fluoreszenz in einer Real-Time PCR gemessen.
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2.2.8.1 Isolierung der RNA mit Trizol®

Zunichst wurde die RNA aus dem stimulierten Mikroglia isoliert. Dafiir wurden nach Abnahme
der Uberstéinde die Zellen auf Eis gestellt und einmal mit kaltem PBS gewaschen. AnschlieBend
wurden die Zellen mit 800 pl Trizol® lysiert, mit einem Zellschaber endgiiltig abgelost und in
ein Reagiergefdl tiberfiihrt. Im nichsten Schritt wurde zu jeder Probe 200 pl Chloroform
hinzugefiigt. Die Reagiergefale wurden mit der Hand fiir 15 Sekunden vorsichtig geschwenkt
und bei 4-8°C fiir 15 Minuten bei 12 000 x g zentrifugiert. Im Reagiergefd3 bildeten sich
daraufhin drei Phasen ab. In der wissrigen, oberen Phase befand sich die RNA. Darunter fand
sich die Interphase und unten die rote Phenolphase, in der sich Proteine ablagern. Die wissrige
Phase wurde in ein neues Reagiergefal} liberfiihrt und jeweils 1 pl Glycogen (70 mg/ml) und
500 pl Isopropylalkohol hinzugegeben. Die Proben wurden gevortext und fiir 10 Minuten bei
Zimmertemperatur inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Zentrifugation bei 12 000 x g bei 4-8
°C fiir 10 Minuten. Der Uberstand wurde verworfen. Die RNA hatte sich als gelartiges Pellet
abgesetzt und wurde nun mit 1 ml Ethanol (75%) gewaschen. Nach einer erneuten
Zentrifugation bei 7600 x g fiir 5 Minuten bei 2-8°C wurden die Uberstinde entfernt, das Pellet
in 15 pl RNase-freiem Wasser gelost und fiir 10 Minuten bei 56 °C inkubiert. AbschlieBend
wurden die Proben fiir eine Sekunde bei 7600 x g zentrifugiert und bei -80 °C eingefroren.
Die Uberpriifung der RNA-Menge und -Reinheit wurde mit dem Take3 ™ Multi-Volume Plate
durchgefiihrt. Jeweils 2 pl der Probe und 2 pl Aqua bidest wurden als Kontrolle aufgetragen.
Um die Reinheit zu iiberpriifen, wurde zum einen die Menge der Proteine bei 280 nm
Wellenldnge ermittelt sowie die Menge der RNA bei 260 nm. Aus dem Quotienten (260/280
nm) der ermittelten Werte errechnete sich dann die Reinheit. Es wurden Proben mit einer

Reinheit von 2,0 — 1,7 verwertet. Die Auswertung erfolgte mit der Software GenS5.

2.2.8.2 Herstellung der cDNA

Im néchsten Schritt wurde die messenger RNA (mRNA) mittels Reverse Transkriptase-PCR
(RT-PCR) in complementary DNA (cDNA) umgeschrieben. Dabei wurde zunichst die mRNA
revers zu cDNA transkribiert und diese anschlieBend in der PCR vervielfaltigt (Ohan &
Heikkila, 1993). In dieser Arbeit liefen diese beiden Schritte in einem Ansatz ab.
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Dafiir wurde 1 pg RNA in 8 pl RNase-freiem Aqua bidest in ein Reagiergefdll gegeben.
Anschliefend wurden 1 pl DNase Puffer und 1 pl DNase hinzugefiigt, um eventuell verbliebene
Reste genomischer DNA zu eliminieren. Die Proben wurden gevortext, zentrifugiert und fiir 15
Minuten auf 37°C im Thermocycler erwidrmt. Um die DNase zu stoppen, wurden die Proben
auf Eis gestellt und 1 pl Stopplosung hinzugegeben. Im folgenden Schritt erfolgte die Erhitzung
auf 65°C fiir 10 Minuten im Thermocycler. Darauthin wurden 1 pl random Primer-Gemisch
hinzu pipettiert und die Proben fiir 5 min im Thermocycler auf 70°C erhitzt. Danach wurde zu

jedem Ansatz 7 pl des 7 (MM) hinzugegeben.

Tabelle 15: Zusammensetzung 7ul MasterMix

4 ul Reaction buffer
2 ul Desoxyribonukleosid-Triphosphate (ANTP)-Mix
1 ul Aqua bidest

Die Proben wurden fiir 5 Minuten auf 25 °C erhitzt und anschlieBend 1 pl Reverse Transkriptase
hinzugefiigt. Zur Amplifikation der cDNA und der Hitzeinaktivierung des Enzymes durchliefen

die Ansdtze zum Abschluss folgendes Programm im Thermocycler

Tabelle 16: verwendetes Programm Thermocycler
10 Minuten 25°C
60 Minuten 42 °C
10 Minuten 70°C

Die cDNA wurde bei -20°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

2.2.8.3 Real-Time RT-PCR

Mit einer Real-Time RT-PCR wurde der Einfluss von inflammatorisch aktivierten RPE-Zellen
auf die Expression verschiedener Zytokine und Enzyme von retinalen Mikroglia genauer

untersucht. Durch Messung der Fluoreszenz wird bei der Real-Time PCR die quantitative
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Expression ermittelt. Dazu wird der crossing point (CP), auch threshold point (CT) genannt,
bestimmt. Der CP-Wert beschreibt die Anzahl der nétigen PCR-Zyklen, um in allen
Reaktionsgefdlen die gleichen Mengen an neu hergestellter DNA zu erreichen. Das
Fluoreszenzsignal erreicht dann ein definiertes Niveau (Pfaffl, 2004). Wir haben uns fiir die
Methode der relativen Quantifizierung entschieden. Die Expression des Zielgenes wird bei der
relativen Quantifizierung immer im Verhédltnis zur Expression eines nicht regulierten
Referenzgens housekeeping-gen (HKG) und nicht absolut betrachtet (Pfaffl, 2004). Als HKG
wurde 18s ausgewdhlt. Dieses eignete sich als Referenzgen, da es nicht reguliert wird und als
duBerst stabil exprimiertes Gen gilt (Kianianmomeni & Hallmann, 2013). In dieser Arbeit
wurden TagMan Sonden verwendet. Diese Sonden sind komplementér zu den gesuchten DNA-
Sequenzen. Am 3° Ende der Sonde sitzt ein nichtfluoreszierender Quencher
(Akzeptorfarbstoff). Dieser unterdriickt durch seine raumliche Néhe bei einer intakten Sonde
durch Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) die Fluoreszenz des am 5° Ende sitzenden
Reporter-Fluoreszenzfarbstoffes (Donorfarbstoff) (Wong & Medrano, 2005). Beim FRET
nimmt der Quencher die Energie des Reporters auf, dadurch nimmt die Fluoreszenz des
Reporters bei ausreichender Ndhe zum Quencher ab (Forster, 1948). Die 5°-3‘-Exonuklease-
Aktivitdt der Tag-DNA-Polymerase spaltet die Sonde bei der Synthese des Gegenstranges auf.
Dabei wird der Reporter-Farbstoff vom Quencher rdumlich entfernt, wodurch das
Fluoreszenzsignal des Reporters weniger stark unterdriickt wird. Mit jedem Zyklus steigt so die
Anzahl der messbaren Fluoreszenzsignale (Pfaffl, 2004; Wong & Medrano, 2005).

Die cDNA der Proben wurden zusammen mit dem MM auf einer 96-Well-Platte pipettiert.
Dabei wurde die cDNA im Verhiltnis 1:20 verdiinnt und 2 pl eingesetzt. Von dem MM wurden
13 pl pipettiert. Die Platte wurde dann in der mit dem Gerdt ABI Prism 7500 Fast ausgelesen.

Jeder Ansatz wurde doppelt untersucht.

Tabelle 17: verwendeter MasterMix Real-Time RT-PCR

10 pl TagMan® Universal MM

1 ul Primer

Sul Aqua bidest
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Bei der Methode der relativen Quantifizierung wird nicht die absolute Expression der Gene
angeschaut, sondern die relative Expression eines Gens zunidchst in Bezug auf ein HKG
normalisiert und dann auf eine unbehandelte Kontrolle bezogen (Livak & Schmittgen, 2001;
Pfaffl, 2004). Der Expressionsunterschied (Ratio) wurde mit der 2-A4ACT_-Methode bestimmt
(Livak & Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2004) .

2.2.9 Statistische Auswertung

Jedes Experiment wurde mindestens drei Mal wiederholt. Die statistische Auswertung erfolgte
mit einem ungepaarten student’s t-tests mit dem Programm Microsoft® Excel. Ein p-Wert von

<0,05 wurde als signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis retinaler Mikroglia

Der Nachweis retinaler Mikroglia in der Kultur wurde wie in 2.2.4 beschrieben mit einer Iba-

1-Farbung durchgefiihrt. In der Farbung zum Nachweis retinaler Mikroglia, in welcher die

Zellen mit dem 1. und 2. Antikdrper und der Kernfarbung behandelt wurden, zeigten insgesamt

95,37 % der Zellen ein positives Fluoreszenzsignal fiir Iba-1. In den Kontrollen, die mit dem 2.

Antikorper und der Kernfarbung behandelt

wurden, zeigten bei gleicher Wellenldnge und

Belichtungszeit 1,88 % der Zellen ein positives Signal fiir Ibal (Abb. 6).

A 100
80
S
5
=5 60
N
L
2
'g 40
a
=
=
20
0 ;
C Kontrolle

Ibal +

Abbildung 6: Nachweis von Mikroglia in der Kultur durch eine Ibal-Fdirbung
A) Aufnahme nach Ibal-Fiarbung; B) Aufnahme einer Kontrolle; C) Anteil der Ibal-positiven

Zellen in der Farbung. Es waren 95,37 % der

angefarbten Zellen positiv fiir Ibal. Die Daten

wurden 2020 in Experimental Eye Research veroffentlicht (Dietrich et al., 2020).
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3.2 Zellviabilitit

Die Viabilitdt der Zellen nach inflammatorischer Stimulation wurde in einem MTT-Assay
untersucht. Hierbei wurde die unbehandelte Kontrolle als 100 % festgelegt. Die behandelten

Proben wurden jeweils in Bezug zu dieser Kontrolle gesetzt.

RPE
Pam2CSK4 +/-
PIC +/-
LPS+- A

+RPE US D

+RPE Mikroglia
Pam2CSK4 +/-
PIC +/-

LPS+- g + RPE US

+ MG US

+ MG+RPE US

+MG
SH-SYSY

Pam2CSK4 +/-
PIC +/- +RPE

G LPS +/- C E

+RPE/+MG

Abbildung 7: Ubersicht iiber die Stimulation der Zellen, die unterschiedlichen Versuche
wurden mit Buchstaben beschriftet. Abkiirzungen: Pam - Pam2CSK4; Poly I:C -
Polyinosinsdure: Polycytidylsiure; LPS — Lipopolysaccharid; US — Uberstinde; RPE —
retinale Pigmentepithelzellen, MG - Mikroglia

3.2.1 TLR-Agonisten in Medium

In diesem ersten Teil der Versuche wurden die RPE-Zellen und Mikroglia fiir 24 Stunden mit
TLR-Agonisten (Pam2CSK4, Poly I:C oder LPS) in Medium behandelt. In der Abbildung 7

wurden diese Versuche mit A und B gekennzeichnet.
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3.2.1.1 Stimulation RPE-Zellen

Bei der Stimulation der RPE-Zellen mit TLR-Agonisten (Pam2CSK4, Poly I:C und LPS)
konnte kein signifikanter Effekt auf die Zellviabilitit beobachtet werden (Abb. 8).

A) RPE: Pam2CSK4 B) RPE: Poly I:C C) RPE: LPS
120 120 120
100
80
X 60
40
20
0
Ko Pam 10 Pam 50 Pam 100 Ko Poly 1 Poly 10 Poly 100 Ko LPS 0,1 LPS 1 LPS 10
ng/ml pg/ml

Abbildung 8: Ergebnisse der MTT-Assays nach Stimulation von RPE-Zellen mit Pam2CSK4
(A), Poly I:C (B) oder LPS (C) fiir 24 Stunden. Es zeigte sich kein signifikanter Einfluss auf
die Zellviabilitdt. Signifikante Unterschiede zwischen den stimulierten Proben und der
unbehandelten Kontrolle wurden mit dem student’s t-test bestimmt. Abkiirzungen: Pam -
Pam2CSK4; Poly I:C — Polyinosinsdure: Polycytidylsdure; LPS — Lipopolysaccharid. Die
Daten wurden 2020 in Experimental Eye Research veroffentlicht (Dietrich et al., 2020).

3.2.1.2 Stimulation Mikroglia

Bei der Stimulation der Mikroglia mit TLR-Agonisten (Pam2CSK4, Poly I:C und LPS) in
Medium konnten mehrere signifikante Verdnderungen beobachtet werden.

Pam2CSK4: Alle getesteten Konzentrationen von Pam2CSK4 bewirkten einen signifikanten
Anstieg des MTT-Signals im Assay (10 ng/ml: 308,66 % +/- 140,26, p < 0,001; 50 ng/ml:
296,37 % +/- 148,94, p < 0,001; 100 ng/ml: 257,42 % +/- 164,07, p < 0,00) (Abb. 9 A).

Poly I:C: Bei der Stimulation retinaler Mikroglia mit Poly I:C zeigte sich ein signifikanter
Anstieg des MTT-Signals bei einer Konzentration von 1 pg/ml (124,02 % +/- 45,32, p < 0,05).
Bei Stimulation mit 10 pg/ml zeigte sich kein signifikanter Effekt und bei einer Konzentration
von 100 pg/ml wurde ein Trend zu einer Reduktion der Zellviabilitét sichtbar (100 pg/ml: 78,21
% +/- 51,26, p = 0,058) (Abb. 9 B).

LPS: Die Stimulation mit LPS bewirkte einen signifikanten Anstieg des Signals im MTT-Assay
bei Konzentration von 0,1 und 1 pg/ml (0,1 pug/ml: 217,45 % +/- 95,04, p < 0,001; 1 pg/ml:
169,41 % +/- 68,78, p < 0,001) (Abb. 9 C).
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A) Mikroglia: Pam2CSK4 B) Mikroglia: Poly I:.C C) Mikroglia: LPS
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0
Ko Pam 10 Pam 50 Pam 100 Ko Poly1  Poly 10 Poly 100 Ko LPS 0,1 LPS1 LPS10
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pg/ml

Abbildung 9: Ergebnisse der MTT-Assays nach Stimulation retinaler Mikroglia mit TLR-
Agonisten. Die Mikroglia wurden tiber 24 Stunden mit Pam2CSK4 (A), Poly I:C (B) oder LPS
(C) in Medium stimuliert. Bei Stimulation mit Pam2CSK4 wurde das MTT-Signal bei allen
drei getesteten Konzentrationen signifikant verstdrkt (A). Die Stimulation mit Poly I[:C
induzierte bei einer Konzentration von 1 pg/ml einen signifikanten Anstieg des MTT-Signals,
wihrend bei einer Konzentration von 100 pg/ml ein Trend (p = 0,058) zu einer Reduktion des
Signals beobachtet werden konnte (B). Die Stimulation mit LPS bewirkte einen signifikanten
Anstieg des MTT-Signals bei Konzentrationen von 0,1 und 1 pg/ml im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (C). Signifikante Unterschiede zwischen den stimulierten Proben und
der unbehandelten Kontrolle wurden mit dem student’s t-test bestimmt und wie folgt
gekennzeichnet: (+) = p > 0,05 < 0,075, + = p < 0,05, +++ = p < 0,001. Abkiirzungen: Pam -
Pam2CSK4; Poly 1:C — Polyinosinsdure: Polycytidylsdure; LPS — Lipopolysaccharid. Die
Daten wurden 2020 in Experimental Eye Research veroffentlicht (Dietrich et al., 2020).

3.2.2 Stimulation Mikroglia mit RPE-Uberstinde

In diesem zweiten Teil der Versuche wurden primére Mikroglia mit den Uberstéinden, der zuvor
fir 24 Stunden mit TLR-Agonisten behandelten RPE-Zellen stimuliert. In der
Versuchsiibersicht (Abb. 7) wurden diese Versuche mit D gekennzeichnet.

Hierbei wurden die Mikroglia, die mit dem Uberstand der unbehandelten RPE-Zellen inkubiert
wurden, als Kontrolle und somit als 100 % festgelegt. Die Ergebnisse der Mikroglia, die mit
den Uberstiinden der behandelten RPE-Zellen inkubiert wurden, wurden in Bezug zu dieser
Kontrolle gesetzt.

Pam2CSK4: Bei Stimulation der Mikroglia mit Uberstinden von RPE-Zellen, die zuvor mit
Pam2CSK4 behandelt wurden, zeigte sich ein Anstieg des MTT-Signals bei allen drei
getesteten Konzentrationen (10 ng/ml: 232,07 % +/- 188,56, p < 0,05; 50 ng/ml: 243,78 % +/-
159,96, p < 0,05; 100 ng/ml: 247,26 % +/- 193,13, p < 0,05) (Abb. 10 A).
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Poly I:C: Die Behandlung der Mikroglia mit den Uberstinden von RPE-Zellen, die zuvor fiir
24 Stunden mit Poly I:C behandelt wurden, hatte keinen signifikanten Effekt auf die
Zellviabilitdt (Abb. 10 B).

LPS: Die Stimulation mit den Uberstinden der RPE-Zellen, die zunichst mit LPS behandelt
wurden, bewirkte ein signifikant erhdhtes Signal im MTT-Assay bei Konzentrationen von 0,1
und 1 pg/ml LPS (0,1 pg/ml: 183,22 % +/- 115,61, p <0,05; 1 pg/ml: 159,41 % +/- 76,84, p <
0,05) (Abb. 10 C).

A) Mikroglia: RPE-Uberstand, Pam2CSK4 B) Mikroglia: RPE-Uberstand, Poly I:C C) Mikroglia: RPE-Uberstand, LPS
500 300 350
450 "
300
400 250 .
350 200 250
300 200
1250 X 150 X
200 150
150 100 100 [
100
50
50 50 I
0 0 0
Ko Pam10 Pam50 Pam 100 Ko Poly 1 Poly 10 Poly 100 Ko Lpso1  LPS1  LPS10
ng/ml pg/ml pg/ml

Abbildung 10: Ergebnisse der MTT-Assays nach Stimulation retinaler Mikroglia mit RPE-
Uberstinden. Die RPE-Zellen wurden zuvor fiir 24 Stunden mit Pam2CSK4 (A), Poly I:C (B)
oder LPS (C) stimuliert. Bei der Stimulation von Mikroglia mit Uberstinden, von zuvor mit
Pam2CSK4 stimulierten RPE-Zellen, zeigte sich bei allen drei getesteten Konzentrationen eine
signifikante Verstirkung des MTT-Signals (A). Die Stimulation mit Uberstinden von RPE-
Zellen, die zuvor mit Poly I:C behandelt wurde, fiihrte zu keinem signifikanten Effekt (B). Die
Stimulation mit Uberstinden, von zuvor mit LPS behandelten RPE-Zellen, induzierte einen
Anstieg des MTT-Signals bei Konzentrationen von 0,1 und 1 pg/ml LPS im Vergleich zur
Kontrolle (C). Signifikante Unterschiede zwischen den stimulierten Proben und der
unbehandelten Kontrolle wurden mit dem student’s t-test bestimmt und wie folgt
gekennzeichnet: + = p < 0,05. Abkiirzungen: Pam - Pam2CSK4; Poly I:C — Polyinosinséure:
Polycytidylsdure; LPS — Lipopolysaccharid. Die Daten wurden 2020 in Experimental Eye
Research veroffentlicht (Dietrich et al., 2020).

3.2.3 Stimulation SH-SY5Y-Zellen

In diesem dritten Teil der Versuche wurde die Zellviabilitidt der SH-SY5Y-Zellen im MTT-
Assay getestet. Zundchst wurden die SH-SY5Y-Zellen fiir 24 Stunden mit TLR-Agonisten
(Pam2CSK4, Poly I:C und LPS) in Medium stimuliert (-RPE/-MG). In der Versuchsiibersicht
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(Abb. 7) wurden diese Versuche mit C gekennzeichnet. Dann wurden die Uberstinde der zuvor
mit TLR-Agonisten behandelten RPE-Zellen und Mikroglia zur Stimulation auf die SH-SY5Y -
Zellen gegeben (+RPE und +MG). In der Versuchsiibersicht (Abb. 7) wurden diese Versuche
mit E (RPE-Uberstinde) und F (Mikroglia-Uberstinde) gekennzeichnet. AbschlieBend wurden
dann die Uberstiinde von Mikroglia, die zuvor fiir 24 Stunden mit den Uberstinden der RPE-
Zellen stimuliert wurden, auf die SH-SY5Y-Zellen gegeben (+RPE/A+MG). In der
Versuchsabbildung (Abb. 7) wurden diese Versuche mit G gekennzeichnet.

Zunichst wurde die unbehandelte Kontrolle der SH-SY5Y-Zellen, aus den Versuchen mit der
Stimulation mit TLR-Agonisten in Medium (-RPE/-MG) (C in Abb. 7), als Referenz angesehen.
Die Zellen wurden hier nur mit Medium behandelt. Diese Darstellung wurde gewéhlt, da auch
bei Stimulation der Mikroglia mit Uberstinden von unbehandelten RPE-Zellen deutlich IL-8
sezerniert wurden.

Zum anderen sollen signifikante Unterschiede der Zellviabilidt innnerhalb der jeweiligen
Stimulationsgruppe aufgezeigt werden. Zu einer Stimulationsgruppe gehdren die Proben, die
auf die gleiche Art stimuliert wurden. Zum Beispiel wurden die Uberstinde von SH-SY5Y-
Zellen, die mit TLR-Agonisten in Medium (-RPE/-MG) stimuliert wurden zu einer
Stimulationsgruppe gezéhlt. Somit ergeben sich vier Stimulationsgruppen in diesem Versuch.
Als Referenz wurde hier die jeweilige Kontrolle der Stimulationsgruppe angesehen.
Pam2CSK4: Die Stimulation der SH-SY5Y-Zellen mit Pam2CSK4 in Medium (-RPE/-MG)
bewirkte eine signifikante Reduktion der Zellviabilitdt bei Konzentrationen von 10 und 50
ng/ml (10 ng/ml: 98,66 % +/- 1,58, p < 0,01; 50 ng/ml: 99,04 % +/- 1,66, p < 0,05). Die
Stimulation der SH-SY5Y-Zellen mit Uberstinden, von zuvor mit Pam2CSK4 stimulierten
RPE-Zellen (+RPE), fiihrte bei der Kontrolle der Uberstinde zu einem Trend (p = 0,057) einer
Abnahme der Zellviabilitdit im Vergleich zu der Kontrolle der SH-SY5Y-Zellen. Bei den
anderen Konzentrationen kam es zu einer signifikanten Abnahme der Zellviabilitit (Ko: 95,85
% +/- 5,80, p =0,057; 10 ng/ml: 89,62 % +/- 12,02, p < 0,01; 50 ng/ml: 94,05 % +/- 6,51, p <
0,01; 100 ng/ml: 93,37 % +/- 7,60, p < 0,01). Bei der Stimulation der SH-SY5Y-Zellen mit
Uberstinden, von zuvor mit Pam2CSK4 stimulierten Mikroglia (+MG), reduzierte sich das
MTT-Signal bei der Kontrolle der Uberstinde und bei Konzentrationen von 50 und 100 ng/ml
signifikant im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Ko: 96,73 % +/- 3,59, p < 0,01; 50
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ng/ml: 96,70 % +/- 4,70, p < 0,05; 100 ng/ml: 97,49 % +/- 4,54, p < 0,05). Bei der Stimulation
der SH-SY5Y-Zellen mit Uberstinden, von Mikroglia, die zuvor mit den Uberstéinden von, mit
Pam2CSK4 stimulierten RPE-Zellen (+RPE/+MG), inkubiert wurden, zeigte sich eine nicht
konzentrationsabhédngige Reduktion der Zellviabilitét bei allen getesteten Konzentrationen (Ko:
89,75 % +/- 3,17, p < 0,001; 10 ng/ml: 72,53 % +/- 26,01, p < 0,001; 50 ng/ml: 83,18 % +/-
13,50, p <0,001; 86,69 % +/- 9,63, p < 0,001) (Abb. 11 A, signifikante Unterschiede in dieser
Darstellung wurden mit + markiert).

Bei der Betrachtung der Unterschiede in der Zellviabilitit innerhalb der einzelnen
Stimulationsgruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (Abb. 11 A).

Poly I:C: Die Stimulation der SH-SY5Y-Zellen mit Poly I:C in Medium (-RPE/-MG)
verursachte eine signifikante Reduktion der Zellviabilitdt im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle bei Konzentrationen von 1 und 10 pg/ml (1 pg/ml: 98,58 % +/- 1,28, p < 0,001; 10
pg/ml: 99,22 % +/- 1,13, p < 0,05). Bei der Stimulation von SHSY-5Y-Zellen mit dem
Uberstand von zuvor mit Poly I:C stimulierten RPE-Zellen (+RPE), wurde die Zellviabilitit
konzentrationsabhédngig bei allen getesteten Konzentrationen signifikant reduziert (Ko 98,70 %
+/- 1,62, p <0,05; 1 pg/ml: 95,52 % +/- 0,73, p < 0,001; 10pg/ml: 93,79 % +/- 1,98, p < 0,001;
100 pg/ml: 88,63 % +/- 9,00, p < 0,001). Auch nach der Stimulation mit Uberstinden von zuvor
mit Poly I:C behandelten Mikroglia (+MG) zeigte sich eine signifikante Reduktion (1 pg/ml:
97,84 % +/- 2,13, p < 0,01; 10 pg/ml: 96,33 % +/- 2,10, p < 0,001; 100 pug/ml: 96,91 % +/-
3,68, p < 0,01). Bei der Stimulation mit Uberstinden von Mikroglia, die mit den Uberstinden
von zuvor stimulierten RPE-Zellen (+RPE/A+MG) behandelt wurden, zeigte sich eine
konzentrationsabhédngige, signifikante Reduktion der Zellviabilitit (Ko: 95,46 % +/- 3,97, p <
0,001; 1 pg/ml: 88,89 % +/- 7,00, p <0,001; 10 pg/ml: 83,60 % +/- 8,61, p <0,001; 100 pg/ml:
82,32 % +/- 6,85,p <0,001) (Abb. 11 B, signifikante Unterschiede in dieser Darstellung wurden
mit + markiert).

Bei dem Vergleich der Zellviabilitit innerhalb der Stimulationsgruppe zeigten sich bei
Konzentrationen von 1 und 10 pg/ml ein Trend zu einer Reduktion bei der Stimulation der SH-
SY5Y-Zellen mit Uberstanden von RPE-Zellen, die zuvor mit Poly I:C in Medium stimuliert
wurden (+RPE/-MG) (1 pg/ml: 95,52 +/- 0,73, p = 0,065; 10 pg/ml: 93,79 % +/- 1,98, p =

0,053). Ebenso kam es bei Stimulation mit Uberstinden von Mikroglia, die mit Uberstinden
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von zuvor stimulierten RPE-Zellen (+RPE/+MG) behandelt wurden zu einer signifikanten
Reduktion der Zellviabilitdt bei Konzentrationen von 10 und 100 pg/ml im Vergleich zur
Kontrolle der Uberstandreihe (10 pg/ml: 83,60 +/- 8,61, p < 0,05; 100 pg/ml: 82,32 % +/-6,85,
p <0,01) (Abb. 11 B, signifikante Unterschiede in dieser Darstellung wurden mit * markiert).
LPS: Die Stimulation von SH-SY5Y-Zellen mit LPS in Medium (-RPE/-MG) hatte keinen
signifikanten Effekt auf die Zellviabilitit. Bei Stimulation mit Uberstinden von RPE-Zellen,
die zuvor mit LPS stimuliert wurden (+RPE), kam es zu einer geringen, aber signifikanten
Reduktion des MTT-Signals bei allen getesteten Konzentrationen (Ko: 99,20 % +/- 0,79, p <
0,01; 0,1 pg/ml: 96,74 % +/- 1,79, p < 0,001; 1 pg/ml: 96,76 % +/- 1,97, p < 0,001; 10 pg/ml:
97,00 % +/- 0,91, p < 0,001). Die Stimulation von SH-SY5Y-Zellen mit Uberstinden von
Mikroglia, die zuvor mit LPS stimuliert wurden (+MG), bewirkte eine geringe, aber
signifikante Reduktion der Zellviabilitit bei der Kontrolle der Uberstéinde und Konzentrationen
von 0,1 und 1 pg/ml LPS (Ko: 97,96 % +/- 3,15, p < 0,05; 0,1 pg/ml: 98,63 % +/- 2,35, p <
0,05; 1 pg/ml: 97,82 % +/- 3,88, p < 0,05). Einen deutlicheren Effekt hatte die Behandlung der
SH-SY5Y-Zellen mit den Uberstinden von Mikroglia, die mit den Uberstéinden von zuvor
stimulierten RPE-Zellen (+RPE/+MG) behandelt wurden. Es konnte hier bei allen getesteten
Konzentrationen eine Reduktion des MTT-Signals beobachtet werden. Dabei ist der Effekt
nicht konzentrationsabhéngig (Ko: 85,36 % +/- 8,97, p <0,001; 0,1 png/ml: 86,84 % +/- 6,22, p
<0,001; 1 pg/ml 84,44 % +/- 8,01, p <0,001; 10 pg/ml 85,70 % +/- 7,53, p < 0,001) (Abb. 11
C, signifikante Unterschiede in dieser Darstellung wurden mit + markiert).
Bei dem Vergleich der Zellviabilitéit innerhalb der Stimulationsgruppe, konnte bei SH-SY5Y-
Zellen, die mit Uberstinden von RPE-Zellen (+RPE/-MG) behandelt wurden, ein Trend (10
pg/ml: 97,00 +/- 0,91, p = 0,061) zu einer Reduktion der Zellviabilitit im Vergleich zur
Kontrolle der Stimulationsgruppe beobachtet werden (Abb. 11 C, signifikante Unterschiede in

dieser Darstellung wurden mit * markiert).
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Abbildung 11: Ergebnisse der MTT-Assays nach Stimulation der SHSY-5Y-Zellen

fiir 24 Stunden. Die SH-SY5Y-Zellen wurden zum einen mit TLR-Agonisten in Medium (-
RPE/-MG) stimuliert. Zum anderen wurden die SH-SY5Y-Zellen mit Uberstinden von RPE-
Zellen (+RPE) und Mikroglia (+MG) behandelt, die zuvor fiir 24 Stunden mit TLR-Agonisten
simuliert wurden. AbschlieBend wurden die SH-SY5Y-Zellen mit Uberstinden von Mikroglia
stimuliert, welche zuvor fiir 24 Stunden mit den Uberstinden von vorbehandelten RPE-Zellen
stimuliert wurden (+RPE/+MG). Bei den verwendeten TLR-Agonisten handelt es sich um
Pam2CSK4 (A), Poly I:C (B) oder LPS (C). Den stérksten Einfluss hatte die Stimulation der
SH-SY5Y-Zellen mit Uberstinden von Mikroglia, die zuvor mit Uberstinden von mit Poly I:C
vorbehandelten RPE-Zellen stimuliert wurden (+RPE/+MG). Die Signifikanzen wurden mit
dem student’s t-test bestimmt und wie folgt gekennzeichnet: Signifikanz zur Kontrolle (-RPE/-
MG): (+) =p > 0,05 < 0,075, + =p < 0,05, ++ =p < 0,01, +++ = p < 0,001; Signifikanz zur
Kontrolle der Uberstandreihe: (*) =p > 0,05 < 0,075, * =p < 0,05, ** = p < 0,01; Abkiirzungen:
Pam - Pam2CSK4; Poly I:C — Polyinosinséure: Polycytidylsdure; LPS — Lipopolysaccharid.
Die Daten wurden 2020 in Experimental Eye Research verdffentlicht (Dietrich et al., 2020).

3.3 Zytokinsekretion

Um die Reaktion der Zellen auf die (inflammatorische) Stimulation genauer zu beleuchten,

haben wir die Sekretion der inflammatorischen Zytokine IL-18, IL-6, IL-8 und TNF-a in den
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Uberstinden mittels ELISA untersucht. Zur Stimulation wurden die TLR-Agonisten
Pam2CSK4, Poly I:C oder LPS verwendet.

3.3.1. IL-18
3.3.1.1 IL-18 Sekretion von RPE-Zellen nach Stimulation mit TLR-Agonisten

Auch unbehandelte RPE-Zellen sezernieren geringe Mengen IL-18 (0 - 6,13 pg/ml).
Pam2CSK4: Die Stimulation von RPE-Zellen mit Pam2CSK4 fiir 24 Stunden bewirkte einen
signifikanten Anstieg der IL-18 Sekretion bei Konzentrationen von 10 und 50 ng/ml. Bei einer
Konzentration von 100 ng/m zeigte sich ein Trend (p = 0,071) zu einer gesteigerten IL-18
Sekretion (Ko: 1,05 +/- 1,49; 10 ng/ml: 41,76 +/- 13,59, p < 0,05; 50 ng/ml: 33,85 +/- 7,47, p
<0,01, 100 ng/ml: 36,64 pg/ml +/- 20,54, p=0,071) (Abb. 12 A).

Poly I:C: Die Stimulation der RPE-Zellen mit Poly I:C fiir 24 Stunden induzierte einen
konzentrationsabhédngigen Anstieg der IL-18 Sekretion. Bei Konzentrationen von 10 und 100
png/ml war der Anstieg signifikant zur unbehandelten Kontrolle (Ko: 0 +/- pg/ml; 10 pg/ml:
119,89 +/- 56,07 pg/ml, p <0,05; 100 pg/ml: 183,61 +/- 83,17, p < 0,05) (Abb. 12 B).

LPS: Die Stimulation mit LPS induzierte eine signifikant erhohte Sekretion von IL-18 bei allen
getesteten Konzentrationen (Ko: 2,04 +/- 2,89 pg/ml; 0,1 pg/ml: 217,99 +/- 94,83 pg/ml, p <
0,05; 1 pg/ml: 505,95 +/- 148,47 pg/ml, p <0,01; 10 pg/ml: 539,03 +/- 216,79, p < 0,05) (Abb.
12 C).
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Abbildung 12: Sekretion von IL-1f3 durch RPE-Zellen nach Stimulation mit TLR-Agonisten. Die
Stimulation erfolgte {iber 24 Stunden mit Pam2CSK4 (A), Poly I:C (B) oder LPS (C) in
Medium. Die Stimulation mit Pam fiihrte zu einer signifikanten Induktion der IL-18 Sekretion
bei Konzentrationen von 10 und 50 ng/ml. Bei einer Konzentration von 100 ng/ml zeigte sich
ein Trend (p = 0,071) (A). Poly I:C induzierte eine konzentrationsabhingige Sekretion von IL-
18, die bei Konzentrationen von 10 und 100 pg/ml signifikant zur unbehandelten Kontrolle
wurde (B). Die Stimulation mit LPS bewirkte eine signifikante Induktion der Sekretion von IL-
1B bei allen drei getesteten Konzentrationen (C). Die Stimulation von RPE-Zellen fiihrte bei
allen drei verwendeten TLR-Agonisten zu einer signifikanten Induktion der IL-1B Sekretion.
Die Signifikanzen wurden mit dem student’s t-test bestimmt und wie folgt gekennzeichnet: (+)
=p>0,05<0,75, + =p < 0,05, ++ =p < 0,01, +++ = p < 0,001. Abkiirzungen: Pam -
Pam2CSK4; Poly I:C — Polyinosinsdure: Polycytidylsédure; LPS — Lipopolysaccharid. Die
Daten wurden 2020 in Experimental Eye Research veroffentlicht (Dietrich et al., 2020).

3.3.1.2 IL-18 Sekretion von Mikroglia nach Stimulation mit TLR-Agonisten

Auch unbehandelte Mikroglia sezernierten geringe Mengen an IL-18 (0 - 149,71 pg/ml).
Pam2CSK4: Die Stimulation mit Pam2CSK4 bewirkte einen signifikanten, nicht-
konzentrationsabhédngigen Anstieg der IL-18 Sekretion (Ko: 8,17 +/- 7,86 pg/ml; 10 ng/ml:
1713,99 +/- 617,29 pg/ml, p <0,001; 50 ng/ml: 1813,57 +/- 539,55 pg/ml, p <0,001; 100 ng/ml:
1681,54 +/- 398,99 pg/ml, p <0,001) (Abb. 13 A (-RPE)).

Poly I:C: Die Inkubation der Mikroglia mit Poly I:C fiihrte zu einem signifikanten,
konzentrationsabhéngigen Anstieg der IL-18 Sekretion bei allen getesteten Konzentrationen
(Ko: 51,41 +/- 55,93 pg/ml, 1 pg/ml: 404,11 +/- 272,81 pg/ml, p <0,01; 10 pg/ml: 1696,20 +/-
1214,93 pg/ml, p <0,01; 100 pg/ml: 3062,14 +/- 1609,27 pg/ml, p <0,001) (Abb. 13 B (-RPE)).
LPS: Die Stimulation mit LPS wiederum fiihrte bei allen getesteten Konzentrationen zu einer
konzentrationsunabhédngigen, signifikanten Sekretion von IL-18 (Ko: 3,41 +/- 3,66 pg/ml, 0,1

ug/ml: 4037,73 +/- 976,89 pg/ml, p < 0,001; 1 pg/ml: 4966,23 +/- 738,69 pg/ml, p < 0,001; 10
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pg/ml:  5084,61 +/- 565,87 pg/ml, p < 0,001) (Abb. 13 C (-RPE)).
Insgesamt war die Induktion der IL-18 Sekretion nach Stimulation mit TLR-Agonisten in

Medium fiir 24 Stunden bei den Mikroglia deutlich hoher als die Sekretion bei den RPE-Zellen.

3.3.1.3 IL-1B Sekretion von Mikroglia nach Stimulation mit RPE-Uberstinden

Pam2CSK4: Bei der Stimulation mit Uberstinden von mit Pam2CSK4 behandelten RPE-Zellen
konnte bei allen drei getesteten Konzentrationen ein signifikanter Anstieg der IL-18 Sekretion
im Vergleich zur Kontrolle des Uberstandes beobachtet werden (Ko: 26,63 pg/ml +/-3,42; 10
ng/ml: 2381,78 pg/ml +/-1150,64, p < 0,05; 50 ng/ml: 2803,62 pg/ml +/- 1313,28, p < 0,05;
100 ng/ml: 3029,20 pg/ml +/- 1460,15, p <0,05) (Abb. 13 A (+RPE)).

Poly I:C: Die Stimulation mit Uberstinden von mit Poly I:C vorbehandelten RPE-Zellen fiihrte
bei den Mikroglia zu einer signifikanten Erhéhung der IL-18 Sekretion im Vergleich zur
Kontrolle des Uberstandes bei einer Konzentration von 100 pg/ml (Ko: 45,82 pg/ml +/- 54,07;
100 pg/ml: 4806,34 pg/ml +/- 108,45, p <0,001) (Abb. 13 B (+RPE)).

LPS: Bei der Stimulation mit Uberstéinden von mit LPS vorbehandelten RPE-Zellen konnte bei
allen drei getesteten Konzentrationen ein signifikanter Anstieg der IL-1B Sekretion im
Vergleich zur Kontrolle des Uberstandes beobachtet werden (Ko: 92,52 pg/ml +/- 88,76; 0,1
pg/ml: 3942,59 pg/ml +/- 404,74, p < 0,001, 1 pg/ml: 4327,21 pg/ml +/- 366,18, p <0,001; 100
pg/ml: 4286,57 +/- 364,53, p < 0,001) (Abb. 13 C (+RPE)).

3.3.1.4 Vergleich der IL-16 Sekretion von Mikroglia nach Stimulation -RPE/+RPE

Pam2CSK4: Im Vergleich zu der IL-1B Sekretion von Mikroglia, die mit Pam2CSK4 in
Medium behandelt wurden (-RPE), zeigte sich sowohl bei der Kontrolle ein signifikanter
Anstieg und bei einer Konzentration von 100 ng/ml einen Trend zu einem Anstieg der Sekretion
(Ko —RPE: 8,17 pg/ml +/- 7,86; Ko + RPE: 26,63 pg/ml +/- 3,42, p < 0,01; 100 ng/ml —RPE:
1681,54 pg/ml +/- 398,99; 100 ng/ml + RPE: 3029,20 pg/ml +/- 1460,15, p = 0,059) (Abb. 13
A).

Poly I:C: Bei der Stimulation von Mikroglia, die zuvor mit Poly I:C in Medium behandelt
wurden (-RPE) und Mikroglia, die mit den Uberstinden von vorbehandelten RPE-Zellen
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stimuliert wurden, zeigte sich kein signifikanter Unterschied (Abb. 13 B).
LPS: Der Vergleich der IL-1B Sekretion von Mikroglia, die mit LPS in Medium und in
Uberstand von vorstimulierten RPE-Zellen, zeigte sich bei den Kontrollen ein Trend (Ko -RPE:
3,41 pg/ml +/- 3,66; Ko +RPE: 92,52 pg/ml +/- 88,76, p = 0,067). Bei dem Vergleich der
behandelten Proben zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (Abb. 13 C).
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Abbildung 13: Sekretion von IL-13 durch Mikroglia nach Stimulation mit Pam2CSK4 (A), Poly
1I:C (B) oder LPS (C) in Medium fiir 24 Stunden (-RPE), im Vergleich zur Stimulation mit
Uberstinden, von zuvor mit TLR-Agonisten stimulierten RPE-Zellen (+RPE). Die Stimulation
der Mikroglia mit Uberstinden von RPE-Zellen, die zuvor mit Pam behandelt wurden, zeigte
sich bei der Stimulation mit dem Uberstand der Kontrolle ein signifikanter Anstieg der
Sekretion von I1-1B. Bei einer Konzentration von 100 ng/ml zeigte sich ein Trend (p=0,059) zu
einem Anstieg der IL-18 Sekretion im Vergleich zu den Mikroglia, die nur mit Pam stimuliert
wurden. Die Stimulation der Mikroglia mit Uberstinden von zuvor mit Poly I:C behandelten
RPE-Zellen bewirkte keine signifikant unterschiedliche Sekretion von IL-18 (B). Bei der
Stimulation mit Uberstinden von zuvor mit LPS behandelten RPE-Zellen zeigte sich bei den
unbehandelten Kontrollen ein Trend (p = 0,067). Bei den behandelten Proben konnte kein
signifikanter Unterschied gezeigt werden (C). Die Signifikanzen wurden mit dem student’s t-
test bestimmt und wie folgt gekennzeichnet: (*) =p > 0,05 < 0,075, + =p < 0,05, ++/** =p <
0,01, +++ =p < 0,001. + = Signifikanz zur unbehandelten Kontrolle, * Signifikanz zwischen -
RPE und +RPE. Abkiirzungen: Pam - Pam2CSK4; Poly [:C - Polyinosinséure:
Polycytidylsdure; LPS — Lipopolysaccharid. Die Daten wurden 2020 in Experimental Eye
Research veroffentlicht (Dietrich et al., 2020).

3.3.2. IL-6
3.3.2.1 IL-6 Sekretion von RPE-Zellen nach Stimulation mit TLR-Agonisten

Auch unbehandelte RPE-Zellen sezernieren geringe Mengen an IL-6 (1,44 - 41,93 pg/ml).
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Pam2CSK4: Bei Stimulation mit Pam2CSK4 kam es bei allen drei getesteten Konzentrationen
zu einer signifikanten Sekretion von IL-6 (Ko: 10,97 +/- 7,48 pg/ml; 10 ng/ml: 561,67 +/-
236,29 pg/ml, p < 0,05; 50 ng/ml: 700,07 +/- 209,56 pg/ml, p < 0,01; 100 ng/ml: 638,41 +/-
213,72, p <0,05) (Abb. 14 A).

Poly I:C: Die Stimulation von RPE-Zellen mit Poly I:C bewirkte eine signifikante Sekretion
von IL-6 bei allen getesteten Konzentrationen (Ko: 21,03 +/- 14,83 pg/ml; 1 pg/ml: 431,47 +/-
119,76 pg/ml, p < 0,01; 10 pg/ml: 1842,47 +/- 261,83 pg/ml, p < 0,001; 100 pg/ml: 2215,07
+/- 213,85 pg/ml, p < 0,001) (Abb. 14 B).

LPS: Ebenso bewirkte auch die Stimulation mit LPS bei allen drei getesteten Konzentrationen
eine signifikante Induktion der IL-6 Sekretion bei den RPE-Zellen (Ko: 16,79 +/- 6,02 pg/ml;
0,1 pg/ml: 1638,18 +/- 247,12 pg/ml, p < 0,001; 1 pg/ml: 2283,08 +/- 129,85 pg/ml, p < 0,001;
10 pg/ml: 2359,03 +/- 312,14 pg/ml, p < 0,001) (Abb. 14 C).
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Abbildung 14: Sekretion von IL-6 durch RPE-Zellen nach Stimulation mit den TLR-Agonisten
Pam2CSK4 (A), Poly I:C (B) oder LPS (C) in Medium fiir 24 Stunden. Die Simulation mit den
verschiedenen TLR-Agonisten fiihrte bei jeweils allen drei getesteten Konzentrationen zu einer
signifikanten Induktion der Sekretion der inflammatorischen Zytokine (A-C). Die
Signifikanzen wurden mit dem student’s t-test bestimmt und wie folgt gekennzeichnet: +=p <
0,05, ++ = p < 0,01, +++ = p < 0,001. Abkiirzungen: Pam - Pam2CSK4; Poly I:.C —
Polyinosinsdure: Polycytidylsdure; LPS — Lipopolysaccharid. Die Daten wurden 2020 in
Experimental Eye Research veroffentlicht (Dietrich et al., 2020).
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3.3.2.2 IL-6 Sekretion von Mikroglia nach Stimulation mit TLR-Agonisten

Auch Mikroglia sezernieren geringe Mengen an IL-6 (0 - 11,02 pg/ml).

Pam2CSK4: Durch die Stimulation mit Pam2CSK4 wurde die Sekretion von IL-6 bei allen drei
getesteten Konzentrationen signifikant erhoht (Ko: 4,14 +/- 3,08; 10 ng/ml: 767,56 +/- 526,72
pg/ml, p <0,01; 50 ng/ml: 763,52 +/- 575.1,00 pg/ml, p < 0,05; 100 ng/ml: 545,40 +/- 417,80
pg/ml, p <0,05) (Abb. 15 A (-RPE)).

Poly I:C: Die Stimulation der Mikroglia mit Poly I:C bewirkte eine leichte Sekretion von IL-6,
welche allerdings nicht signifikant war (Abb. 15 B (-RPE)).

LPS: Die Stimulation mit LPS fiihrte zu einer signifikant erhohten IL-6 Sekretion bei allen drei
getesteten Konzentrationen trotz einer sehr hohen Standardabweichung (Ko: 3,61 +/- 3,60
pg/ml; 0,1 pg/ml: 933,84 +/- 957,71 pg/ml; 1 pg/ml: 1158,40 +/- 943,26 pg/ml; 10 pg/ml:
1216,30 pg/ml +/- 1026,18; bei allen p < 0,05) (Abb. 15 C (-RPE)).

3.3.2.3 IL-6 Sekretion von Mikroglia nach Stimulation mit RPE-Uberstinden

Pam2CSK4: Die Stimulation mit Uberstinden von mit PAm2CSK4 vorbehandelten RPE-Zellen
filhrte bei allen drei getesteten Konzentrationen zu einem signifikanten Anstieg der IL-6
Sekretion im Vergleich zur Kontrolle des Uberstandes (Ko: 14,025 pg/ml +/- 14,59; 10 ng/ml:
843,38 pg/ml +/- 406,07, p < 0,05; 50 ng/ml: 939,70 pg/ml +/- 257,72, p < 0,01; 100 ng/ml:
1123,35 pg/ml +/- 440,28, p < 0,05) (Abb. 15 A (+RPE)).

Poly I:C: Die Stimulation mit Uberstinden von mit Poly I:C vorbehandelten RPE-Zellen fiihrte
bei einer Konzentration von 100 pg/ml zu einem signifikanten Anstieg der Sekretion von IL-6
im Vergleich zur Kontrolle des Uberstandes (Ko: 1,06 pg/ml +/- 1,50; 100 ug/ml: 75,68 pg/ml
+/- 34,06, p < 0,05) (Abb. 15 B (+RPE)).

LPS: Die Sekretion von IL-6 wurde bei der Stimulation mit Uberstinden von RPE-Zellen, die
zuvor mit LPS (Konzentrationen von 0,1 und 1 pg/ml) behandelt wurden, im Vergleich zur
Kontrolle des Uberstandes signifikant erhoht. Bei der Behandlung mit den Uberstéinden von
unbehandelten RPE-Zellen konnte ein Trend zu einem Anstieg beobachtet werden (Ko: 3,18
pg/ml +/-1,72, p = 0,059; 0,1 pg/ml: 386,36 pg/ml +/- 118,95, p < 0,05; 1 png/ml: 368,63 pg/ml
+/- 112,60, p <0,01) (Abb. 15 C (+RPE)).
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3.3.2.4 Vergleich der IL-6 Sekretion von Mikroglia nach Stimulation -RPE/+RPE

Die Stimulation der Mikroglia mit den Uberstanden von RPE-Zellen, die zuvor mit
Pam2CSK(A), Poly I:C (B) und LPS (C) behandelt wurden, bewirkte keine signifikant
unterschiedliche Sekretion von IL-6 im Vergleich zu Mikroglia, die mit TLR-Agonisten in
Medium behandelt wurden (Abb. 15).
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Abbildung 15: Sekretion von IL-6 durch Mikroglia nach Stimulation mit Pam2CSK4 (4), Poly
1I:C (B) oder LPS (C) in Medium fiir 24 Stunden (-RPE), im Vergleich zur Stimulation mit
Uberstinden von zuvor mit TLR-Agonisten stimulierten RPE-Zellen (+RPE). Bei der
Stimulation von Mikroglia mit Uberstinden von vorbehandelten RPE-Zellen, wurde im
Vergleich zur Stimulation mit TLR-Agonisten in Medium die Sekretion von IL-6 nicht
signifikant veridndert. Die Signifikanzen wurden mit dem student’s t-test bestimmt und wie folgt
gekennzeichnet: (+) = p > 0,05 < 0,075, + = p < 0,05, ++ = p < 0,01, +++ = p < 0,001.
Abkiirzungen: Pam - Pam2CSK4; Poly I:C — Polyinosinsdure: Polycytidylsdure; LPS —
Lipopolysaccharid. Die Daten wurden 2020 in Experimental Eye Research verodffentlicht
(Dietrich et al., 2020).

3.3.31IL-8
3.3.3.1 IL-8 Sekretion von RPE-Zellen nach Stimulation mit TLR-Agonisten

Unbehandelte RPE-Zellen sezernieren geringe Mengen von IL-8 (25,02 — 116,22 pg/ml).
Pam2CSK4: Bei der Stimulation mit Pam2CSK4 zeigte sich eine signifikant gesteigerte
Sekretion von IL-8 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, die konzentrationsunabhingig
war und bei allen drei getesteten Konzentrationen auftrat (Ko: 77,98 +/- 33,89 pg/ml; 10 ng/ml:
4405,66 +/- 1651,46 pg/ml, p <0,05; 50 ng/ml: 4801,85 +/- 1230,57 pg/ml, p < 0,01; 100 ng/ml:
4611,60 +/- 1295,75, p < 0,01) (Abb. 16 A).

60



Poly I:C: Bei der Stimulation mit Poly I:C wurde bei allen getesteten Konzentrationen ein
konzentrationsabhédngiger, signifikanter Anstieg der IL-8 Sekretion induziert (Ko: 66,21 +/-
12,48 pg/ml; 1 pg/ml: 1152,79 +/- 107,22 pg/ml, p < 0,001; 10 pg/ml: 3444,61 +/- 392,58
pg/ml, p <0,001; 100 ng/ml: 4774,39 +/- 638,33, p <0,001) (Abb. 16 B).

LPS: Genauso bewirkte die Stimulation mit LPS eine signifikante, nicht
konzentrationsabhédngige Induktion der Sekretion von IL-8 bei allen getesteten Sekretionen
(Ko: 60,32 +/- 34,64 pg/ml; 0,1 ng/ml: 5566,77 +/- 303,29 pg/ml, p <0,001; 1 pg/ml: 6562,14
+/- 19,66 pg/ml, p <0,001; 10 ng/ml: 6492,52 +/- 423,11 pg/ml, p < 0,001) (Abb. 16 C).

A) RPE: IL-8, Pam2CSK4 B) RPE: IL-8, Poly I:C C) RPE: IL-8, LPS
+
7000 + 6000 B 8000
6000 5000 I 7000
5000 6000
= = 4000 2 5000
£ 4000 £ £
e 50 -1
33000 23000 £:4000
e - o0
= = 2000 7 3000
e 2000
1000 100 . 1000
0 0 0
Ko  Pam10 Pam50 Pam 100 Ko  Polyl Poly10 Poly 100 Ko LPSO1 LPS1 LPS10
ng/ml pg/ml png/ml

Abbildung 16: Sekretion von IL-8 durch RPE-Zellen nach Stimulation mit den TLR-Agonisten
Pam2CSK4 (A), Poly I:C (B) oder LPS (C) in Medium fiir 24 Stunden. Die Simulation mit den
verschiedenen TLR-Agonisten fiihrte bei allen drei getesteten Konzentrationen zu einer
signifikanten Induktion der Sekretion von IL-8 (A-C). Die Signifikanzen wurden mit dem
student’s t-test bestimmt und wie folgt gekennzeichnet: + =p < 0,05, ++=p < 0,01, +++=p <
0,001. Abkiirzungen: Pam - Pam2CSK4; Poly I:C — Polyinosinsdure: Polycytidylsdure; LPS —
Lipopolysaccharid. Die Daten wurden 2020 in Experimental Eye Research verodffentlicht
(Dietrich et al., 2020).

3.3.3.2 IL-8 Sekretion von Mikroglia nach Stimulation mit TLR-Agonisten

Bereits ohne Stimulation sezernierten Mikroglia groBBere Mengen an IL-8 (0 - 4414,23 pg/ml).
Pam2CSK4: Die Stimulation von Mikroglia mit Pam2CSK4 bewirkte einen signifikanten, nicht
konzentrationsabhéngigen Anstieg der Sekretion von IL-8 bei allen drei getesteten
Konzentrationen (Ko: 967,93 pg/ml +/- 1557,90; 10 ng/ml: 6024,08 pg/ml +/- 140,17, p <
0,001; 50 ng/ml: 5851,34 pg/ml +/- 157,17, p <0,001; 100 ng/ml: 5627,90 pg/ml +/- 845,14, p
<0,001) (Abb. 17 A (-RPE)).

61



Poly I:C: Die Stimulation mit Poly [:C fiihrte zu einer konzentrationsunabhdngigen,
signifikanten Induktion der Sekretion von IL-8 bei allen drei getesteten Konzentrationen (Ko:
1830,29 +/- 1220,11 pg/ml; 1 pg/ml: 4634,38 +/- 1272,16 pg/ml, p < 0,01; 10 pg/ml: 5287,65
+/- 1026,13 pg/ml, p < 0,001; 100 pg/ml: 4768,69 +/- 1975,02 pg/ml, p < 0,05) (Abb. 17 B (-
RPE)).

LPS: Ebenso konnte durch eine Stimulation mit LPS ein konzentrationsunabhingiger,
signifikanter Anstieg der IL-8 Sekretion beobachtet werden (Ko: 721,34 +/- 649,38 pg/ml; 0,1
pg/ml: 6029,76 +/- 107,47 pg/ml, p < 0,001; 1 pg/ml: 6085,10 +/- 76,72 pg/ml, p < 0,001; 10
pg/ml: 6013,61 +/- 93,79 pg/ml, p <0,001) (Abb. 17 C (-RPE)).

3.3.3.3 IL-8 Sekretion von Mikroglia nach Stimulation mit RPE-Uberstinden

Pam2CSK4: Die Stimulation mit Uberstdnden von mit Pam2CSK4 vorbehandelten RPE-Zellen
fithrte zu keinem signifikanten Anstieg von IL-8 (Abb. 17 A (+RPE)).

Poly I:C: Die Stimulation mit Uberstinden von mit Poly I:C vorbehandelten RPE-Zellen fiihrte
zu keiner signifikanten Anderung der IL-8 Sekretion (Abb. 17 B (+RPE)).

LPS: Ebenso konnte auch bei der Stimulation mit Uberstinden von RPE-Zellen, die zuvor mit
LPS behandelt wurden, keine signifikante Verdnderung der IL-8 Sekretion beobachtet werden
(Abb. 17 C (+RPE)).

3.3.3.4 Vergleich der IL-8 Sekretion von Mikroglia nach Stimulation -RPE/+RPE

PamCSK4: Die Stimulation von Mikroglia mit dem Uberstand von mit Pam2CSK4 stimulierten
RPE-Zellen fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der IL-8 Sekretion bei Mikroglia bei allen
getesteten Konzentrationen (10 ng/ml — RPE: 6024,08 pg/ml +/- 140,17; 10 ng/ml + RPE:
3797,14 pg/ml +/- 1617,26, p < 0,05; 50 ng/ml — RPE: 5851,34 pg/ml +/- 157,17; 50 ng/ml +
RPE: 3049,87 pg/ml +/- 1295,07, p < 0,01; 100 ng/ml — RPE: 5627,90 pg/ml +/- 845,14; 100
ng/ml +RPE 3410,76 pg/ml +/- 1187,37, p < 0,05) (Abb. 17 A).

Poly I:C: Bei Behandlung von Mikroglia mit Uberstinden von mit Poly I:C vorbehandelten

RPE-Zellen reduzierte sich die Sekretion von IL-8 bei einer Konzentration von 10 pg/ml
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signifikant (10 pg/ml — RPE: 5287,65 pg/ml +/- 1026,13; 10 pg/ml + RPE: 3581,40 pg/ml +/-
421,67, p <0,05) (Abb. 17 B).

LPS: Bei der Stimulation mit Uberstéinden von mit LPS behandelten RPE-Zellen reduzierte sich
die IL-8 Sekretion der Mikroglia signifikant bei allen getesteten Konzentrationen. Die
Stimulation mit Uberstinden von RPE-Zellen ohne Vorbehandlung fiihrten zu einer
signifikanten Erhéhung der IL-8 Sekretion bei den Mikroglia (Ko - RPE: 721,34 pg/ml +/-
649,38; Ko + RPE: 1900,53 +/- 147,83, p < 0,05; 0,1 pg/ml — RPE: 6029,76 pg/ml +/- 107,47,
0.1 pg/ml + RPE: 2517,37 pg/ml +/- 371,16, p < 0,001; 1 pg/ml — RPE: 6085,10 pg/ml +/-
76,72; 1 pg/ml + RPE: 1625,95 +/- 137,16, p < 0,001; 10 nug/ml — RPE: 6013,61 pg/ml +/-
93,79; 10 pg/ml + RPE: 1854,44 pg/ml +/- 444,45, p < 0,001) (Abb. 17 C).
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Abbildung 17: Induktion der Sekretion von IL-8 durch Mikroglia nach Stimulation mit
Pam2CSK4 (A), Poly I:C (B) oder LPS (C) in Medium fiir 24 Stunden (-RPE), im Vergleich zur
Stimulation mit Uberstinden, von zuvor mit TLR-Agonisten stimulierten RPE-Zellen (+RPE).
Bei der Stimulation von Mikroglia mit Uberstiinden von mit Pam2CSK4 vorbehandelten RPE-
Zellen wurde im Vergleich zur Stimulation mit TLR-Agonisten in Medium die Sekretion von
IL-8 bei allen getesteten Konzentrationen signifikant reduziert (A). Bei der Stimulation mit
Uberstiinden von mit Poly I:C vorbehandelten RPE-Zellen konnte eine signifikant reduzierte
Sekretion von IL-8 bei einer Konzentration von 10 pg/ml beobachtet werden (B). Die
Stimulation von Mikroglia mit Uberstéinden von mit LPS vorbehandelten RPE-Zellen fiihrt zu
einer signifikanten Reduktion der IL-8 Sekretion bei allen drei getesteten Konzentrationen im
Vergleich zur Stimulation mit LPS in Medium. Es muss beachtet werden, dass die Behandlung
mit Uberstinden von unbehandelten RPE-Zellen zu einer signifikanten Induktion der IL-8
Sekretion fiihrte (C). Die Signifikanzen wurden mit dem student’s t-test bestimmt und wie folgt
gekennzeichnet: +/* = p < 0,05, ++/** = p < 0,01, +++/*¥** = p < 0,001; + = Signifikanz zur
Kontrolle, * = Signifikanz zwischen — und + RPE. Abkiirzungen: Pam - Pam2CSK4; Poly I:C
— Polyinosinsdure: Polycytidylsdure; LPS — Lipopolysaccharid. Die Daten wurden 2020 in
Experimental Eye Research verdffentlicht (Dietrich et al., 2020).

63



3.3.4 TNF-a
3.3.4.1 TNF-a Sekretion von RPE-Zellen nach Stimulation mit TLR-Agonisten

Unbehandelte RPE-Zellen sezernierten in diesen Experimenten kein TNF-a.

Pam2CSK4: Die Stimulation mit Pam2CSK4 hatte keinen signifikanten Effekt auf die
Sekretion von TNF-a (Abb. 18 A).

Poly I:C: Bei der Stimulation mit Poly I:C kam es bei Konzentrationen von 10 und 100 pg/ml
zu einem signifikanten Anstieg der Sekretion von TNF-a (Ko: 0 +/- 0 pg/ml; 10 pg/ml: 247,59
+/- 116,91 pg/ml, p < 0,05; 100 pg/ml: 237,53 +/- 113,79 pg/ml, p < 0,05) (Abb. 18 B).

LPS: Die Stimulation mit LPS wiederum induzierte eine signifikant erhohte Sekretion von
TNF-a bei allen getesteten Konzentrationen (Ko: 0 +/- 0 pg/ml; 0,1 pg/ml: 600,57 +/- 223,08
pg/ml, p<0,05; 1 pg/ml: 952,01 +/- 396,04 pg/ml, p <0,05; 10 pg/ml: 803,90 +/- 313,26 pg/ml,
p <0,05) (Abb. 18 C).

A) RPE: TNF-a, Pam2CSK4 B) RPE: TNF-a, Poly I:C C) RPE: TNF-a, LPS
350 400 + 1600
+ +
300 350 1400
=250 =300 { = 1200 =
E E E
8 200 § 250 g 1000 + ‘
= = 200 = 800
¥ 150 ¢ ¥
E Z 150 E 600
100 100 400
50 50 200
0 0 sl 0
Ko Pam 10 Pam50 Pam 100 Ko Poly 1  Poly 10 Poly 100 Ko LPSO0,1 LPS1 LPS10
ng/ml pg/ml pg/ml

Abbildung 18: Induktion der Sekretion von TNF-a durch RPE-Zellen nach Stimulation mit den
TLR-Agonisten Pam2CSK4 (4), Poly I:C (B) oder LPS (C) in Medium fiir 24 Stunden. Die
Simulation mit Pam2CSK4 beeinflusste die Sekretion von TNF-a nicht signifikant (A). Bei
Stimulation mit Poly I:C wurde eine signifikante Sekretion von TNF-a bei Konzentrationen
von 10 und 100 pg/ml beobachtet (B). Die Stimulation mit LPS fiihrte zu einer signifikanten
Sekretion von TNF-a bei allen drei getesteten Konzentrationen (C). Die Signifikanzen wurden
mit dem student’s t-test bestimmt und wie folgt gekennzeichnet: + = p < 0,05. Abkiirzungen:
Pam - Pam2CSK4; Poly I:C — Polyinosinséure: Polycytidylsdure; LPS — Lipopolysaccharid.
Die Daten wurden 2020 in Experimental Eye Research verdffentlicht (Dietrich et al., 2020).
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3.3.4.2 TNF-a Sekretion von Mikroglia nach Stimulation mit TLR-Agonisten

Unbehandelte Mikroglia sezernierten geringe Mengen an TNF-a (0 — 343,46 pg/ml).
Pam2CSK4: Die Stimulation mit Pam2CSK4 fiihrte bei allen getesteten Konzentrationen zu
einem signifikanten, konzentrationsunabhéngigen Anstieg der Sekretion von TNF-a (Ko: 97,82
pg/ml +/- 104,00; 10 ng/ml: 2251,82 pg/ml +/- 51,21, p < 0,001; 50 ng/ml: 2220,72 pg/ml +/-
136,76, p < 0,001; 100 ng/ml: 1974,26 pg/ml +/- 615,73, p < 0,001) (Abb. 19 A (-RPE)).

Poly I:C: Bei der Stimulation von Mikroglia mit Poly I:C konnte ein signifikanter,
konzentrationsunabhédngiger Anstieg der TNF-a Sekretion bei allen getesteten Konzentrationen
beobachtet werden (Ko: 97,29 +/- 121,17 pg/ml; 1 pg/ml: 1722,56 +/- 506,33 pg/ml, p <0,001;
10 pg/ml: 2201,56 +/- 104,97 pg/ml, p < 0,001; 100 pg/ml: 1923,72 +/- 656,96 pg/ml, p <
0,001) (Abb. 19 B (-RPE)).

LPS: Auch die Stimulation mit LPS fiihrte zu einem signifikanten, konzentrationsunabhingigen
Anstieg der Sekretion von TNF-a (Ko: 72,20 +/- 55,48 pg/ml; 0,1 ug/ml: 2267,45 +/- 9,61
pg/ml, p < 0,001; 1 pg/ml: 2274,75 +/- 9,30 pg/ml, p < 0,001; 10 pg/ml: 2263,18 +/- 14,29
pg/ml, p <0,001) (Abb. 19 C (-RPE)).

Insgesamt war die Induktion der TNF-a Sekretion bei den Mikroglia deutlich starker als bei
den RPE-Zellen.

3.3.4.3 TNF-a Sekretion von Mikroglia nach Stimulation mit RPE-Uberstinden

Pam2CSK4: Die Stimulation mit Uberstinden von mit Pam2CSK4 vorbehandelten RPE-Zellen
fiihrte bei allen drei getesteten Konzentrationen zu einem signifikanten Anstieg der TNF-a
Sekretion im Vergleich zur Kontrolle des Uberstandes (Ko: 142,25 pg/ml +/- 75,98; 10 ng/ml:
1691,28 pg/ml +/- 186,62, p < 0,001; 50 ng/ml: 1677,13 pg/ml +/- 180,58, p <0,001; 100 ng/ml:
1688,38 +/- 169,36, p < 0,001) (Abb. 19 A (+RPE)).

Poly I:C: Auch bei der Stimulation mit Uberstinden von mit Poly I:C vorbehandelten RPE-
Zellen konnte ein signifikanter Anstieg der TNF-o Sekretion bei allen drei getesteten
Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle des Uberstandes beobachtet werden (Ko: 203,44
pg/ml +/- 262,44; 1 pg/ml: 1770,62 pg/ml +/- 50,21, p < 0,01; 10 pg/ml: 1587,65 pg/ml +/-
108,51, p <0,01; 100 pg/ml: 1606,23 pg/ml +/- 118,74, p < 0,01) (Abb. 19 B (+RPE)).
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LPS: Ebenso fiihrte die Stimulation mit Uberstéinden von mit LPS vorbehandelten RPE-Zellen
zu einem konzentrationsunabhéngigen Anstieg der TNF-a Sekretion im Vergleich zur
Kontrolle des Uberstandes (Ko: 53,62 pg/ml +/- 16,10; 0,1 pg/ml: 1231,09 pg/ml +/- 222,24, p
<0,01; 1 pg/ml: 883,9 pg/ml +/- 397,43, p < 0,05; 10 pg/ml: 1043,26 pg/ml +/- 312,15, p <
0,05) (Abb. 19 C (+RPE)).

3.3.4.4 Vergleich der TNF-a Sekretion von Mikroglia nach Stimulation -RPE/+RPE

Pam2CSK4: Die Stimulation der Mikroglia mit Pam2CSK4 vorbehandelten RPE-Uberstinden
fithrte zu einer signifikanten Reduktion der TNF-a Sekretion bei Konzentrationen von 10 und
50 ng/ml (10 ng/ml — RPE: 2251,82 pg/ml +/- 51,21; 10 ng/ml + RPE: 1691,28 pg/ml +/-
186,62, p <0,001; 50 ng/ml — RPE: 2220,72 pg/ml +/- 136,76; 50 ng/ml + RPE: 1677,13 pg/ml
+/- 180,58, p <0,01) (Abb. 19 A).

Poly I:C: Die Stimulation mit dem Uberstand von RPE-Zellen, die zuvor mit Poly I:C stimuliert
wurden, flihrte zu einer signifikanten Reduktion der TNF-a Sekretion bei einer Konzentration
von 10 pg/ml (10 pg/ml — RPE: 2201,56 pg/ml +/- 104,97; 10 ug/ml + RPE: 1587,65 pg/ml +/-
108,51, p <0,001) (Abb. 19 B).

LPS: Bei der Stimulation mit Uberstanden von RPE-Zellen, die zuvor mit LPS behandelt
wurden, wurde bei allen getesteten Konzentrationen die Sekretion von TNF-a gesenkt (0,1
png/ml — RPE: 2267,45 pg/ml +/- 9,61; 0,1 pg/ml + RPE: 1231,09 pg/ml +/- 222,24, p < 0,001;
1 pg/ml — RPE: 2274,75 pg/ml +/- 9,30; 1 pg/ml + RPE: 883,90 pg/ml +/- 397,43, p < 0,001;
10 pg/ml — RPE: 2263,18 pg/ml +/- 14,29; 10 pg/ml + RPE: 1043,26 +/- 312,15, p < 0,001)
(Abb. 19 C).
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Abbildung 19: Induktion der Sekretion von TNF-a durch Mikroglia nach Stimulation mit
Pam2CSK4 (A), Poly I:C (B) oder LPS (C) in Medium fiir 24 Stunden (-RPE), im Vergleich zur
Stimulation mit Uberstinden von zuvor mit TLR-Agonisten stimulierten RPE-Zellen (+RPE).
Bei der Stimulation von Mikroglia mit Uberstiinden von mit Pam2CSK4 vorbehandelten RPE-
Zellen, wurde im Vergleich zur Stimulation mit TLR-Agonisten in Medium die Sekretion von
TNF-a bei Konzentrationen von 10 und 50 ng/ml signifikant reduziert (A). Bei der Stimulation
mit Uberstinden von mit Poly I:C vorbehandelten RPE-Zellen konnte eine signifikant
reduzierte Sekretion von TNF-a bei einer Konzentration von 10 pg/ml beobachtet werden (B).
Die Stimulation von Mikroglia mit Uberstinden von mit LPS vorbehandelten RPE-Zellen fiihrt
zu einer signifikanten Reduktion der TNF-o Sekretion bei allen drei getesteten
Konzentrationen. Die Stimulation der Mikroglia mit TLR-Agonisten in Medium fiihrte bei allen
drei getesteten Stimulanzen zu einer signifikanten Induktion der TNF-a Sekretion. Die
Signifikanzen wurden mit dem student’s t-test bestimmt und wie folgt gekennzeichnet: +/* =p
< 0,05, ++/** =p < 0,01, +++/*** = p < 0,001; + = Signifikanz zur Kontrolle, * = Signifikanz
zwischen — und + RPE. Abkiirzungen: Pam - Pam2CSK4; Poly I:C — Polyinosinsiure:
Polycytidylsdure; LPS — Lipopolysaccharid. Die Daten wurden 2020 in Experimental Eye
Research veroffentlicht (Dietrich et al., 2020).

Zusammenfassend kann man sagen, dass es bei der Stimulation von RPE-Zellen und Mikroglia
mit verschiedenen TLR-Agonisten zur Sekretion mehrerer Zytokine kommt. Dabei
unterscheiden sich Mikroglia und RPE-Zellen darin, welche Zytokine bei welcher Stimulation
wie stark sezerniert werden. IL-6 wird durch alle drei TLR-Agonisten, Pam2CSK4, Poly I:C
oder LPS, stirker durch RPE-Zellen, als durch Mikroglia sezerniert. IL-18 und TNF-a werden
vergleichsweise stirker von Mikroglia sezerniert. IL-8 wiederum wird von beiden Zellarten

gleich stark sezerniert.
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3.4 Real-Time RT-PCR

Um die Interaktion zwischen den inflammatorisch aktivierten RPE-Zellen und Mikroglia weiter
zu untersuchen, wurde in einer Real-Time RT-PCR die Expression der Zytokine IL-16 und IL-
6 sowie des Enzyms iNOS untersucht. Die Zellen wurden wie in 2.2.5 beschrieben stimuliert

und die Real-Time RT-PCR wie in 2.2.8 durchgefiihrt.

3.4.1 Stimulation der Mikroglia mit TLR-Agonisten in Medium

Zunichst wurden die Mikroglia fiir 24 Stunden mit TLR-Agonisten in Medium (LPS 1 pg/ml
und Pam2CSK4 50 ng/ml) stimuliert.

IL-18: Bei Stimulation mit Pam2CSK4 zeigte sich eine signifikante, um 269,46-fach (+ 135,40,
p < 0,05) erhohte Expression von IL-18 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Bei der
Stimulation mit LPS zeigte sich ebenfalls ein signifikanter Anstieg der IL-18 Expression um
das 458,39-fache (£122,91, p < 0,01) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Abb 20 A (-
RPE)).

IL-6: Die Stimulation mit Pam2CSK4 fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der Expression
von IL-6 auf das 471,03-fache (£ 132,00, p < 0,01). Bei der Stimulation mit LPS stieg die
Expression von IL-6 signifikant um das 985,92- fache (£ 216,16, p <0,01) (Abb. 20 B (-RPE)).
iNOS: Die Stimulation mit Pam2CSK4 bewirkte einen signifikanten Anstieg der Expression
von iNOS um das 3,25-fache (£ 1,12, p < 0,05). Bei Stimulation mit LPS in Medium konnte
eine signifikante, um das 19,19-fach (+ 7,57, p < 0,05) gesteigerte, Expression von iNOS
festgestellt werden (Abb. 20 C (-RPE)).

3.4.2 Stimulation der Mikroglia mit RPE-Uberstiinden

AnschlieBend wurden die retinalen Mikroglia mit Uberstéinden von zuvor fiir 24 Stunden mit
TLR-Agonisten (Pam2CSK4 und LPS) vorbehandelten RPE-Zellen stimuliert.
IL-1B: Die Stimulation mit Uberstinden von mit Pam2CSK4 vorbehandelten RPE-Zellen fiihrte

zu keiner signifikanten Veriinderung der Expression. Die Stimulation mit Uberstinden von mit
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LPS vorbehandelten RPE-Zellen bewirkte eine 301,78-fache (£ 138,08, p < 0,05) Expression
von IL-18 verglichen mit der unbehandelten Kontrolle (Abb. 20 A (+RPE)).

IL-6: Bei Stimulation mit Pam2CSK4 in Uberstinden von RPE-Zellen konnte kein signifikanter
Unterschied zur Kontrolle festgestellt werden. Die Stimulation der retinalen Mikroglia mit
Uberstiinden von mit LPS vorbehandelten RPE-Zellen induzierte einen Anstieg der IL-6
Expression um das 228,73-fache (£ 58,77, p < 0,01) (Abb. 20 B (+RPE)).

iNOS: Die Stimulation mit Uberstinden von zuvor mit PAm2CSK4 stimulierten RPE-Zellen
war im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nicht signifikant. Die Stimulation mit
Uberstéinden von mit LPS vorbehandelten RPE-Zellen zeigte keinen signifikanten Unterschied
zur Kontrolle, allerdings war die Expression von iNOS um das 1,74-fache (£ 0,74) gesteigert
(Abb. 20 C (+RPE)).

3.4.3 Vergleich der Stimulation mit TLR-Agonisten in Medium und RPE-

Uberstinden

AbschlieBend wurde verglichen, wie sich die beiden Stimulationen (- und + RPE) auf die
Expression von IL-18, IL-6 und iNOS ausgewirkt haben.

IL-18B: Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede, weder bei Stimulation mit LPS noch
bei Stimulation mit Pam2CSK4 (Abb. 20 A).

IL-6: Bei der Stimulation mit Pam2CSK4 zeigte sich lediglich ein Trend (p = 0,068) zu einer
reduzierten Expression von IL-6 bei einer Stimulation mit Uberstinden von RPE-Zellen im
Vergleich zur Stimulation mit Pam2CSK4 in Medium. Bei der Stimulation mit Uberstinden
von zuvor mit LPS vorbehandelten RPE-Zellen zeigte sich eine signifikant reduzierte
Expression von IL-6 (p <0,01) im Gegensatz zur Stimulation mit LPS in Medium (Abb. 20 B).
iNOS: Bei den Kontrollen zeigte sich eine signifikant reduzierte Expression von iNOS bei der
unbehandelten Kontrolle der RPE-Uberstand (+RPE) im Vergleich zu der Kontrolle, die nur
mit Medium (-RPE) behandelt wurde (p <0,01). Bei der Expression von iNOS konnte zwischen
den beiden Stimulationen mit Pam2CSK4 ein Trend zu einer Reduktion beobachtet werden (p

= 0,055). Bei der Simulation mit Uberstinden von RPE-Zellen, die zuvor mit LPS stimuliert
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wurden, zeigte sich eine signifikant reduzierte Expression im Vergleich zur Stimulation mit

LPS in Medium (p < 0,05) (Abb. 20 C).
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Abbildung 20: Ergebnisse der Real-Time RT-PCR. Bestimmung der Expression von IL-18, IL-
6 und iNOS nach Stimulation mit Pam2CSK4 (50 ng/ml) oder LPS (1pug/ml) in Medium fiir 24
Stunden. Bei Stimulation mit Uberstéinden von zuvor mit Pam2CSK4 stimulierten RPE-Zellen
zeigte sich ein Trend zu einer Reduktion der Expression von IL-6 und iNOS. Bei Stimulation
Uberstinden von zuvor mit LPS stimulierten RPE-Zellen kam es zu einer signifikanten
Reduktion der mRNA-Expression von IL-6 und iNOS im Vergleich zur Stimulation mit LPS
in Medium. Die Expression der Zielgene wurde mit Hs18 normalisiert, die Berechnung erfolgte
mit der AACP -Methode. Die Signifikanzen wurden mit dem student’s t-test bestimmt und wie
folgt gekennzeichnet: (*) =p > 0,05 <0,075, +/* = p < 0,05, ** =p < 0,01, + = Signifikanz zur
Kontrolle, * = Signifikanz zwischen — und + RPE. Abkiirzungen: Pam - Pam2CSK4; Poly I:C
— Polyinosinséure: Polycytidylsdure; LPS — Lipopolysaccharid. Die Daten wurden 2020 in
Experimental Eye Research veroffentlicht (Dietrich et al., 2020).

70



4 Diskussion

Inflammation, vor allem niedriggradig und chronische Entziindung, wie Parainflammation,
tragen zur Entstehung der AMD bei (Chen & Xu, 2015). Sowohl RPE-Zellen als auch Mikroglia
sind mit einem groflen Anteil an den Entziindungsprozessen in der Retina beteiligt (Ambati et
al., 2013; Bhutto & Lutty, 2012; Rashid et al., 2019). Bisher befassten sich verodffentliche
Studien hdufig mit dem Einfluss der Mikroglia auf die RPE-Zellen und die daraus
resultierenden Folgen fiir die Retina (Ma et al., 2009; Natoli et al., 2017; Nebel et al., 2017).
Da die Kommunikation jedoch auf Gegenseitigkeit beruht, wird in dieser Arbeit der Einfluss
von RPE-Zellen auf Mikroglia untersucht (Rutar et al., 2015). In einer fritheren Arbeit unserer
Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass eine, durch Poly I:C induzierte, TLR-3-
Aktivierung in primdren RPE-Zellen zu einem differenzierten Einfluss auf die
Zytokinexpression retinaler Mikroglia fiihrt (Klettner et al., 2014).

In dieser Arbeit wurden primére RPE-Zellen {iber TLRs vom Typ -2,-3 und -4 inflammatorisch
aktiviert. Danach wurden die Auswirkungen der inflammatorischen Aktivierung in den RPE-
Zellen auf retinale Mikroglia und anschlieBend auf neuronale Zellen untersucht. Im Fokus
standen in allen Untersuchungen Verdnderungen in der Zellviabilitdit und bei der

Zytokinsekretion und -expression.

4.1 Zellmodel

Fiir die Versuche wurden primdre RPE-Zellen und primdre Mikroglia aus Schweineaugen
verwendet. Schweineaugen dhneln unter den Nichtprimaten-Sdugetieren dem menschlichen
Auge in GroBe, Histologie und Physiologie am meisten (Guduric-Fuchs et al., 2009; Lassota,
2008). Schweine sind wie Menschen tagaktiv (Schnichels et al., 2021). Wie die humane Retina
besteht die porcine Retina ebenfalls aus 10 Schichten (Sanchez et al., 2011). Zwar hat die
porcine Retina keine Fovea, jedoch besitzt sie einen ihr dhnelnden Sehstreifen, die Area
centralis (Hendrickson & Hicks, 2002). Dieser horizontale Sehstreifen liegt oberhalb der
Papille und weist eine hohe Dichte an Zapfen auf (Hendrickson & Hicks, 2002; Sanchez et al.,
2011). Ebenso befinden sich in der porcinen Retina zahlreiche Mikroglia und im normalen

Zustand sind keine Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten vorzufinden. Insgesamt dhnelt
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die Verteilung dieser immunkompetenten Zellen der Verteilung in der humanen Retina (Yang
et al., 2002). Da die verwendeten RPE-Zellen und Mikroglia von genetisch unterschiedlichen
Schweineaugen stammen, die aus einer landwirtschaftlichen und somit unsterilen Umwelt
stammen, kann es zu hoheren Standardabweichungen als bei Verwendung von Zelllinien
kommen. Durch die Verwendung der priméren Zellen néhern sich die Ergebnisse aber auch

cher an die realen Bedingungen an (Hettich et al., 2014).

4.2 Zellviabilitit

Um den Einfluss der TLR-Agonisten auf die Zellviabilitit zu untersuchen, wurde ein MTT-
Assay durchgefiihrt. Keiner der TLR-Agonisten hatte in den getesteten Konzentrationen einen
toxischen Einfluss auf die Zellviabilitit der RPE-Zellen oder der Mikroglia. Auch die
Uberstinde der stimulierten RPE-Zellen fiihrten zu keiner Reduktion der Zellviabilitit bei
retinalen Mikroglia. In vorherigen Studien unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass Poly I:C,
iiber die MAP-Kinase JNK vermittelt, konzentrationsabhidngig den Zelltod der RPE-Zellen
induzieren kann (Klettner et al., 2013a). Hierbei wurden jedoch RPE-Zellen der Generation F2
oder F3 verwendet. Die primédren RPE-Zellen in dieser Arbeit wurden jedoch nicht passagiert
und sind somit robuster gegeniiber Zelltod (Uebersax et al., 2000). AuBerdem wurden die
Lebensfdhigkeit der RPE-Zellen mit einem Trypanblau-Assay und Zelltodnachweis-ELISA
untersucht, wihrend in dieser Arbeit die Zellviabilitit mittels MTT-Assay angeschaut wurde
(Klettner et al., 2013a; Riss et al., 2004). Bei der Untersuchung der Mikroglia kam es teilweise
zu einem Anstieg des MTT-Signals. Dies ist am ehesten durch einen erhohten Metabolismus
der Mikroglia durch die inflammatorische Aktivierung zu erkldren (Ebert et al., 2005; Kumar
etal., 2010; Town et al., 2006).

Die Aktivierung der Mikroglia und der damit einhergehende Anstieg der pro-
inflammatorischen Zytokine kann schédlich fiir das neuronale Gewebe der Retina sein (Liu et
al., 2013; Rossi et al., 2014). Aus diesem Grund wurde auch die Zellviabilitidt von neuronalen
SH-SY5Y-Zellen nach Stimulation mit den Uberstéinden von RPE-Zellen und von Mikroglia
untersucht. Unsere Ergebnisse zeigen, dass der Uberstand der Mikroglia, die zuvor mit
Uberstinden von wiederum mit Poly I:C stimulierten RPE-Zellen, stimuliert wurden, die

Zellviabilitit der SH-SY5Y-Zellen im Vergleich zur Uberstand der Kontrolle signifikant
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reduzierte. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die kombinierte Zytokinmischung aus beiden
Zelltypen schédlich auf die neuronalen Zellen wirken kann. Zu beachten ist, dass in dieser
Arbeit auch die Kontrollen der Uberstiinde einen signifikanten Abfall in der Zellviabilitit im
Vergleich zu einer SH-SY5Y-Probe, die nur mit Medium behandelt wurden zeigen. Ursédchlich
hierfiir kdnnte sein, dass auch schon unstimulierte Mikroglia groBere Mengen an Zytokinen,
vor allem IL-8, sezernieren. Zudem sind die toxischen Effekte, vor allem bei Stimulation mit
Uberstéinden von zuvor stimulierten RPE-Zellen oder Mikroglia sehr gering. Die biologische
Relevanz solch kleiner Abweichungen in der Viabilitdt ist fraglich. (Dietrich et al., 2020).

Bei der verwendeten SH-SYS5Y-Zelllinie handelt es sich um Zellen aus einem humanen
Neuroblastom. Tumoren entstehen meist durch eine allmdhliche Anhdufung von Mutationen in
Genen, die eine regulierende Funktion auf den Zellzyklus haben. Die malignen Zellen weisen
somit Charakteristika wie eine verminderte Apoptose, eine iiber die Norm gesteigerte
Proliferation und eine unzureichende Differenzierung, auf (Liillmann-Rauch, 2012). Durch die
gesteigerte Proliferation ist die Generationsdauer sehr kurz, weshalb immer ausreichend Zellen
fiir Versuche vorhanden sind, sie unterscheiden sich jedoch sehr von differenzierten Neuronen.
Um die Ergebnisse dieser Arbeit besser beurteilen und einordnen zu konnen, wire es
wiinschenswert, weitere Untersuchungen mit neuronalen Zellen retinalen Ursprungs,

vorzugsweise Fotorezeptoren, durchzufiihren.

4.3 Zytokinsekretion

Neben der Zellviabilitdt wurde die Zytokinfreisetzung nach Stimulation mit verschiedenen
TLR-Agonisten untersucht. Sowohl die RPE-Zellen als auch die Mikroglia antworten auf eine
Aktivierung durch pro-inflammatorische Stimuli mit der Freisetzung unterschiedlicher
Zytokine (Klettner et al., 2020; Klettner et al., 2020a; Kumar et al., 2004; Lull & Block, 2010).
Das Muster der Zytokinfreisetzung unterscheidet sich dabei je nach Stimulus und Zelltyp. RPE-
Zellen sezernieren vor allem IL-6 und IL-8, wihrend Mikroglia vorwiegend IL-18, IL-8 und
TNF-a sezernieren (Dietrich et al., 2020). Die jeweilige Aktivierung mit den verschiedenen
TLR-Agonisten fiihrt zu unterschiedlichen, individuellen Reaktionen im jeweiligen Zelltyp. Es
scheint, als ob Poly I:C dabei eher zu einer konzentrationsabhdngigen Wirkung fiihrt, wéhrend

bei Stimulation mit Pam2CSK4 und LPS keine so deutliche Abhéngigkeit von der
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Konzentration zu sehen ist. Diese Beobachtung kdnnen allerdings nur fiir die in dieser Arbeit

verwendeten Konzentrationen festgestellt werden (Dietrich et al., 2020).

4.3.1 IL-18

In dieser Arbeit zeigte sich eine signifikant erhdhte Sekretion von IL-18 bei Stimulation mit
den verwendeten TLR-Agonisten sowohl bei den RPE-Zellen als auch bei den Mikroglia, wobei
die Mikroglia, hohere Mengen an IL-18 (>1000 pg/ml) sezernierten, als die RPE-Zellen (< 1000
pg/ml). Bei der Stimulation mit Poly I:C war die Sekretion konzentrationsabhidngig. Bei der
Stimulation der Mikroglia mit Uberstinden von mit Pam2CSK4 vorbehandelten RPE-Zellen
zeigte sich bei der stirksten der getesteten Konzentration (100 ng/ml) ein Trend zu einer
vermehrten Sekretion von IL-18 in den Mikroglia (Dietrich et al., 2020).

IL-18 ist ein Zytokin, welches auf der einen Seite neuroprotektive und auf der anderen Seite
neurotoxische Effekte haben kann (Natoli et al., 2017; Todd et al., 2019; Viviani et al., 2004;
Ye et al.,, 2013). IL-18 scheint in jedem Fall eine wichtige Rolle bei der durch Mikroglia
vermittelten Entziindungen zu spielen (Y. Xu et al., 2012). Natoli et al. beschrieb 2017 in seiner
Arbeit, dass IL-1B, welches von Mikroglia und Makrophagen nach fotooxidativen
Schadigungen an der Retina produziert wird, die Chemokinexpression von Miiller- und RPE-
Zellen bei Netzhautdegeneration fordert. Eine Inhibition von IL-1B fiihrte hier zu einer
Linderung der Entziindung und reduzierte die Degeneration der Fotorezeptoren (Natoli et al.,
2017).

Im retinalen Pigmentepithel ist in der Zellkultur die Freisetzung von IL-1B hauptsdchlich mit
der Aktivierung von Inflammasomen verbunden, diese wird durch oxidativen Stress,
Autophagie oder Hypoxie induziert (Doktor et al., 2018; Piippo et al., 2018; H. Shi et al., 2015).
Retinale Mikroglia sind eine der grofften Quellen von IL-18 in der Retina (Todd et al., 2019).
Die Ergebnisse dieser Arbeit entsprechen der Literatur insoweit, als dass nach TLR-
Aktivierung eine deutlich hohere Sekretion von IL-1B in Mikroglia als in RPE-Zellen

festgestellt werden konnte.
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4.3.2 IL-6

In dieser Arbeit konnte eine signifikante Induktion der IL-6 Sekretion bei RPE-Zellen durch
alle drei TLR-Agonisten beobachtet werden. Bei den Mikroglia kam es bei Stimulation mit
Pam2CSK4 und LPS sowie bei Stimulation mit Uberstinden von zuvor mit Pam2CSK4, Poly
I:C (100 pg/ml) und LPS (0,1 und 1 pg/ml) stimulierten RPE-Zellen zu einem signifikanten
Anstieg der IL-6 Sekretion.

Bei den RPE-Zellen zeigte die IL-6 Sekretion bei Stimulation mit Poly I:C und LPS eine
Konzentrationsabhéngigkeit. Bei den Mikroglia war eine Konzentrationsabhangigkeit nur bei
Stimulation mit Poly I:C zu beobachten. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Untersuchungen
von anderen Arbeitsgruppen, in denen sowohl von den RPE-Zellen als auch von Mikroglia IL-
6 nach Stimulation mit allen drei verwendeten TLRs sezerniert wird (Fujimoto et al., 2010;
Klettner et al., 2020; Kumar et al., 2004; Marinelli et al., 2015; Yuan et al., 2019). In einer
vorangegangenen Arbeit konnte gezeigt werden, dass RPE-Zellen, die {iber TLR-3 aktiviert
wurden, eine vermehrte Expression von IL-6 in Mikroglia induzieren (Klettner et al., 2014).
Die Expression von IL-6 in Mikroglia wurde bei Stimulation mit Uberstinden von zuvor mit
LPS behandelten RPE-Zellen im Vergleich zur Stimulation mit LPS in Medium signifikant
reduziert. Bei Stimulation mit Uberstéinden von zuvor mit Pam2CSK4 stimulierten RPE-Zellen
zeigte sich ein Trend zu einer reduzierten IL-6 Expression (p = 0,068). Im ELISA deutet sich
diese Reduktion bei Stimulation mit Uberstinden von mit LPS stimulierten RPE-Zellen
ebenfalls an, allerdings wurden hier bei einer sehr hohen Standardabweichung keine
signifikanten Unterschiede gemessen.

IL-6 wurde in dieser Arbeit sowohl von den stimulierten RPE-Zellen als auch den stimulierten
Mikroglia sezerniert. Wie IL-1B zeigt auch IL-6 auf der einen Seite neuroprotektive Effekte
und auf der anderen Seite auch neurotoxische Effekte (Echevarria et al., 2017; Fisher et al.,
2001; Leibinger et al., 2013; Sappington et al., 2006; Spittau et al., 2012). Welche Auswirkung
IL-6 nun auf die umgebenden Zellen hat, ob es neuroprotektiv oder neurotoxisch wirkt, ist vom
jeweiligen Signalweg abhingig (Rothaug et al., 2016). Die Reduktion der Expression von IL-6
nach Stimulation mit RPE-Zelliiberstinden kann den Versuch des RPE zeigen, in einer
inflammatorischen Umgebung die Fotorezeptoren vor neurotoxischen Einfliissen zu schiitzen
(Dietrich et al., 2020).
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4.3.3 IL-8

In dieser Arbeit wurde eine Induktion der Sekretion von IL-8 bei RPE-Zellen und Mikroglia
durch alle drei TLR-Agonisten beobachtet. Bei der Stimulation der RPE-Zellen mit Poly I:C ist
ein konzentrationsabhéngiger Anstieg zu erkennen. Diese Ergebnisse stimmen mit der Literatur
iiberein. Die Sekretion von IL-8 in RPE-Zellen nimmt durch Stimulation mit Pam2CSK4, Poly
I:C, LPS, IL-18 und TNF-a zu (D6rschmann et al., 2023; Elner et al., 1990; Kumar et al., 2004).
Ebenso wird die Sekretion von IL-8 in Mikroglia durch TNF-a, TLR-2 Aktivierung, Poly I:C
und LPS induziert (Ehrlich et al., 1998; Klettner et al., 2020; Rajalakshmy et al., 2015; Yoshida
et al., 2004). IL-8 ist ein Chemokin (Horn, 2020), das mit der AMD (ten Berge et al., 2019),
der Induktion von Angiogenese und Entziindungen (Ghasemi et al., 2011) assoziiert ist.

Bei Stimulation der Mikroglia mit Uberstinden von RPE-Zellen, die zuvor mit Pam2CSK4 und
LPS stimuliert wurden, kam es zu einer signifikanten Reduktion der IL-8 Sekretion. Bei
Stimulation mit Poly I:C kam es bei einer Konzentration von 10 pg/ml ebenfalls zu einer
signifikanten Reduktion der IL-8 Sekretion (Dietrich et al., 2020). Die Reduktion der Sekretion
des pro-angiogenen Zytokins IL-8 untermauert die These, dass das RPE versucht die Retina vor

schédlichen Verdnderungen zu bewahren.

4.3.4 TNF-a

In dieser Arbeit wurde TNF-a sowohl von den RPE-Zellen bei Stimulation mit Poly I:C und
LPS (Poly I:C 1 und 10 pg/ml, LPS 0,1,1 und 10 pg/ml) als auch von Mikroglia bei Aktivierung
von TLR-2,-3 und -4 in signifikanten Mengen sezerniert. Das Sekretionsniveau von TNF-a der
Mikroglia (>1000 pg/ml) lag deutlich iiber dem der RPE-Zellen (<1000 pg/ml) (Dietrich et al.,
2020). Die Sekretion von TNF-a war bei beiden Zellarten nicht konzentrationsabhingig.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit vorherigen Studien, in denen RPE-Zellen nach
Stimulation mit Poly I:C und LPS ebenfalls TNF-a sezernierten. Hier wurde allerdings auch
durch Pam2CSK4 eine signifikante Induktion von TNF-a beobachtet (Terheyden et al., 2021).
Ebenso wurde die Sekretion von TNF-a von Mikroglia, die mit Pam2CSK4, Poly I:C und LPS
behandelt wurden, in vorangegangenen Studien beobachtet (Klettner et al., 2014; Klettner et

al., 2020; Kumar et al., 2010; Zhang et al., 2019).
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TNF-a wird von Makrophagen sezerniert und ist assoziiert mit retinalen Erkrankungen, wie
zum Beispiel der Dekompensation der Blut-Retina-Schranke und CNV (van der Wijk et al.,
2017; Yoshida et al., 2004). Zudem verursacht TNF-a axonale Degeneration und kann
neurotoxisch wirken (Kitaoka et al., 2006; Ye et al., 2013). Die Inhibition von TNF-a wiederum
reduzierte die Apoptose retinaler Zellen (Joussen et al., 2009).

Bei allen drei TLR-Agonisten kam es zu einer Reduktion der TNF-o Sekretion nach
Behandlung mit den Uberstinden von stimulierten RPE-Zellen (Pam 10 und 50 ng/ml, Poly I:C
10 pg/ml und LPS 0,1,1 und 10 pg/ml) (Dietrich et al., 2020). Wie die Reduktion von IL-8
unterstiitzen auch diese Ergebnisse die These, dass eine der Hauptaufgaben des RPE der Schutz
und die Sicherstellung der Fotorezeptorfunktion ist (Strauss, 2005). Somit ist es sinnvoll, dass
die Sekretion von Zytokinen wie IL-8 und TNF-a, die die retinale Degeneration férdern, durch

das RPE reduziert wird.

4.4 Real-Time RT-PCR

In einer Real-Time RT-PCR wurde die Interaktion zwischen inflammatorisch aktivierten RPE-
Zellen und Mikroglia auf einer weiteren Ebene untersucht. Bei Stimulation der Mikroglia mit
Uberstiinden, von zuvor mit LPS (lug/ml) stimulierten RPE-Zellen, kam es zu einer
signifikanten Reduktion der mRNA-Expression von IL-6 und iNOS. Bei der Stimulation mit
Uberstiinden von RPE-Zellen, die zuvor mit Pam2CSK4 stimuliert wurden, zeigte sich ein
Trend zu einer Reduktion der Expression von IL-6 und iNOS. iNOS wird unter anderem in
Makrophagen gebildet und unterstiitzt die Abwehr von eingedrungenen Mikroorganismen und
Bakterien (Horn, 2020). In einer vorangegangenen Arbeit spiegeln sich diese Ergebnisse
teilweise wieder, so kam es bei Stimulation von Mikroglia mit Uberstéinden von zuvor mit Poly
I.C stimulierten RPE-Zellen zu einer vermehrten mRNA-Expression von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und IL-1B und einer Reduktion der Expression von
iNOS (Klettner et al., 2014). Die Daten weisen insgesamt darauf hin, dass das RPE die
inflammatorische Antwort der Mikroglia zu regulieren scheint. Dies passt zum Beispiel dazu,
dass das Hitzeschockprotein a-Crystalline die Retina vor entziindlichen Verdnderungen schiitzt,
indem es die Expression von iNOS (und TNF-a) in retinaler Mikroglia nach Stimulation mit

LPS herunterreguliert (Wu et al., 2009).
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4.5 Fazit

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von inflammatorisch aktivierten RPE-Zellen auf die pro-
inflammatorische Aktivierung von Mikroglia und neuronale Zellen untersucht (Dietrich et al.,
2020). Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die pro-inflammatorische
Aktivierung von RPE-Zellen und Mikroglia sich individuell unterscheidet. Zum einen ist der
Zelltyp entscheidend, zum anderen ist das aktivierte Zytokinprofil stark vom Agonisten und der
Stirke der Stimulation abhédngig. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass, iiber TLR-2, -3
oder -4 aktivierte RPE-Zellen, die Sekretion von IL-8 und TNF-a durch die Mikroglia deutlich
reduzieren konnen. Die RPE-Zellen sind also in der Lage die Zytokinantwort der Mikroglia zu
modulieren und nehmen eine regulatorische Rolle ein. Diese Beobachtung stimmt mit den
Ergebnissen einer vorherigen Studie unserer Arbeitsgruppe iiberein (Klettner et al., 2014).

Es ist bekannt, dass die Fotorezeptoren durch inflammatorische Prozesse irreversibel
geschidigt werden konnen. Inflammatorische Prozesse in der Retina, wie auch die Aktivierung
der immunkompetenten Mikroglia, bediirfen somit einer starken Regulierung (Detrick &
Hooks, 2010). Das RPE nimmt hier eine wichtige Rolle ein (Detrick & Hooks, 2010). Einerseits
exprimiert das RPE unterschiedliche TLRs und sezerniert pro-inflammatorische Zytokine und
ist somit ein wichtiger Bestandteil der Abwehr gegen Viren und Bakterien (Detrick & Hooks,
2010; Ebihara et al., 2007). Andererseits sezerniert es auch Zytokine wie TGF-B, die die
Produktion von anti-inflammatorischem IL-10 in den Mikroglia induzieren (Langmann, 2007)
und hemmt die Aktivierung von T-Zellen (Gregerson et al., 2007; Jorgensen et al., 1998; Sugita
et al., 2009). Die hier beobachtete Didmpfung der pro-inflammatorischen Reaktion der

Mikroglia kann ein weiterer Mechanismus der RPE-Zellen zum Schutz der Fotorezeptoren sein.

4.6 Klinische Relevanz

Die AMD ist die hdufigste Ursache fiir Erblindung bei iiber 65-jdhrigen europiisch-stimmigen
Menschen (Friedman David S, 2004). Bei dieser Erkrankung kommt es unter anderem zu einer
Degeneration des RPE und der dariiberliegenden Fotorezeptoren (Ambati & Fowler, 2012).

Die Therapieoptionen der AMD konzentrieren sich aktuell vor allem auf die Behandlung der

feuchten AMD mit VEGF-Antagonisten (Chichagova et al., 2018). Inflammation tragt
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wesentlich zur Entwicklung der AMD bei (Chen & Xu, 2015). Mikroglia tragen, als
Immunzellen der Retina, zur Inflammation bei (Rashid et al., 2019). In der Literatur wird
deshalb dartiber diskutiert, ob Mikroglia ein geeignetes Ziel fiir die Therapie der AMD wiéren.
Dabei muss beachtet werden, dass eine vollstindige Blockade der Mikroglia ebenfalls
unerwiinscht ist. Viel eher ist das Ziel eine Modulation der Mikroglia mit einer Hemmung der
fehlgeleiteten pro-inflammatorischen Reaktionen und Verstirkung der neuroprotektiven
Reaktionen zu erreichen (Rashid et al., 2019). Als eine vielversprechende Therapieoption
wurde unter anderem das Antibiotikum Minocyclin angesehen, welches im klinischen Alltag
gegen Akne vulgaris eingesetzt wird. Schon vor einigen Jahren wurde entdeckt, das Minocyclin
nicht nur antimikrobiell, sondern auch antiinflammatorisch und neuroprotektiv wirkt (Domercq
& Matute, 2004; Garrido-Mesa et al., 2013). Minocyclin fithrte in einem Mausmodell mit
lichtinduzierter Retinadegeneration zu einer Reduktion der Fotorezeptorapoptose (Scholz et al.,
2015). Die Retinastruktur wurde bewahrt. Zudem wurde die Anzahl aktivierter Mikroglia in der
duBeren Netzhaut verringert (Scholz et al., 2015). Es gibt auch Untersuchungen, die die
protektive Wirkung von Minocyclin an menschlichen Retinae beobachteten (Baumgartner &
Baumgartner, 2013). Durch die Langzeitbehandlung mit Minocyclin konnten
Gesichtsfeldsverkleinerungen bei Retinitis pigmentosa umgekehrt werden (Baumgartner &
Baumgartner, 2013). In einer anderen Studie reduzierte Minocyclin bei Patienten mit
diabetischem Makuladdem die GefaBBpermeabilitit und Leckage und verbesserte zugleich die
Sehschiérfe (Cukras et al., 2012). Auf der anderen Seite wurde 2024 in einer Studie gezeigt,
dass bei Patienten mit Geographischer Atrophie bei AMD die orale Einnahme von Minocyclin
die VergroBerung der geographischen Atrophie nicht verlangsamte (Keenan et al., 2024). Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass weitere Untersuchungen iiber eine Modulation der
Immunreaktionen in der Retina als Therapieoption fiir Netzhauterkrankungen wie der AMD
vielversprechend sein kdnnen. Wie diese Modulationen im klinischen Alltag genau aussehen

konnen, muss weiter erforscht werden.

4.7 Ausblick

Zusammengenommen kann man sagen, dass weitere Experimente zur besseren Einordnung

unserer Ergebnisse notwendig sind. Zunichst stammen unsere Ergebnisse aus einer in-vitro-
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Umgebung, um die Relevanz fiir in-vivo-Umgebung einordnen zu konnen bedarf es weiterer
Untersuchungen (Dietrich et al., 2020). Zudem weisen RPE-Zellen eine Polaritdt auf (Klettner
et al., 2015), die hier nicht abgebildet wurde. Diese Polaritit kann zum Beispiel in
Organkulturen abgebildet werden, in denen das RPE, die Choroidea und die Bruch-Membran
enthalten sind (Klettner et al., 2015). In einer vorherigen Arbeit konnte gezeigt werden, dass
die basale Stimulation von Organkulturen mit Pam2CSK4, Poly I:C und LPS, zu einer
signifikant hoheren Sekretion von den neurotoxischen Zytokinen IL-18 und TNF-a zur basalen
Seite fiihrte, wihrend das potenziell neuroprotektive Zytokin IL-6 basal und apikal sezernieren
wurden (Terheyden et al., 2021). Weitere Experimente, in denen diese Polaritét abgebildet wird,
wiren von Interesse, vor allem die Auswirkungen von apikalen RPE-Uberstinden auf
Mikroglia und im Folgenden auf neuronale Zellen. AuBBerdem sind weitere Untersuchungen mit
neuronalen Zellen, vorzugsweise retinalen Ursprung erforderlich, um die Ergebnisse dieser

Arbeit besser bewerten und einordnen zu konnen (Dietrich et al., 2020).

S Zusammenfassung

Die altersabhiingige Makuladegeneration (AMD) ist die hdufigste Ursache fiir Erblindung in
der westlichen Welt. Die Pathogenese ist multifaktoriell und noch nicht vollstindig verstanden.
Inflammation, vor allem niedriggradige und chronische Entziindungen, tragen zu der
Entstehung und dem Fortschreiten der AMD bei. Inflammation ist in der Retina ein
zweischneidiges Schwert. Auf der einen Seite unterstiitzt sie die Wiederherstellung der
Gewebshomoostase und schiitzt das Gewebe vor dauerhaften Schidden. Auf der anderen Seite
kann eine fehlregulierte inflammatorische Reaktion zu Gewebeschéddigung fithren. Eine strikte
Regulierung inflammatorischer Reaktionen in der Retina ist deshalb unabdingbar. Sowohl die
Zellen des retinalen Pigmentepithels (RPE) als auch der Mikroglia spielen eine wichtige Rolle
in der Immunreaktion der Retina. Das RPE trégt als Teil der Blut-Retina-Schranke zum einen
zum Immunprivileg der Retina bei. Zum anderen fungiert es als Wéchter und kann mit seinen
zahlreichen Rezeptoren, zum Beispiel den Toll-like Rezeptoren (TLR), mogliche
Gefahrensignale erkennen und eine inflammatorische Reaktion initiieren. Mikroglia sind die
immunkompetenten Makrophagen der Retina. IThre inflammatorische Reaktion kann im

richtigen MaB vor Schidigungen schiitzen, eine Uberaktivierung kann jedoch zu retinalen
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Degeneration beitragen. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, das RPE-Zellen und
Mikroglia miteinander kommunizieren und interagieren.

In dieser Arbeit wurde diese Interaktion untersucht. Es wurden primédre RPE-Zellen mit den
TLR-Agonisten Pam2CSK4 (TLR-2), Poly I:C (TLR-3) und LPS (TLR-4) fiir 24 Stunden
stimuliert und die Uberstéinde auf retinale Mikroglia gegeben. In einem MTT-Assay wurde die
Zellviabilitdt untersucht. Die Sekretion der potenziell zytotoxischen Zytokine IL-18, IL-6, IL-
8 und TNF-a wurden im ELISA und Veridnderungen in der Expression von IL-18, IL-6 und
iNOS nach Stimulation mit Pam2CSK4 und LPS in der Real-Time RT-PCR angeschaut.
Abschliefend wurde der Einfluss von RPE-Zellen, Mikroglia und beider Zellen zusammen auf
neuronale SH-SYS5Y-Zellen in einem MTT-Assay tiberpriift.

Es konnte beobachtet werden, dass die Stimulation mit den TLR-Agonisten sowohl bei RPE-
Zellen als auch bei Mikroglia eine individuelle Zytokinsekretion induziert. Insgesamt fiel die
pro-inflammatorische Aktivierung bei den RPE-Zellen geringer aus, als bei den Mikroglia. Ein
signifikanter Abfall der Zellviabilitdt durch die Stimulation konnte weder bei den RPE-Zellen
noch bei den Mikroglia beobachtet werden. Bei der Stimulation von Mikroglia mit Uberstinden
von zuvor inflammatorisch aktivierten RPE-Zellen konnten wir eine Reduktion der Sekretion
von IL-8 und TNF-a bei allen drei verwendeten TLR-Agonisten sehen. Diese Reduktion steht
im Einklang mit vorherigen Studien. Es wird ein weiterer Mechanismus der RPE-Zellen
gezeigt, der die Retina vor inflammatorischen Schidigungen schiitzt, indem das RPE die
inflammatorische Reaktion der Mikroglia {iber 16sliche Faktoren reguliert. Diese Ergebnisse
spiegelten sich auch in den Ergebnissen der Real-Time RT-PCR wider. Hier konnten wir
ebenfalls eine signifikante Reduktion der Expression von den potenziell zytotoxischen Enzym
iNOS und dem Zytokin IL-6 bei Stimulation mit Uberstinden von Mikroglia, die mit durch
LPS inflammatorisch aktivierten RPE-Zellen behandelt wurden sehen. Die Zellviabilitit der
neuronalen SH-SY5Y-Zellen wurde vor allem durch den Einfluss von RPE-Zellen und retinaler
Mikroglia bei inflammatorischer Aktivierung durch Poly I:C reduziert. Hier bedarf es weiterer
Untersuchungen, vorzugsweise mit Fotorezeptoren, um die Ergebnisse besser bewerten zu
konnen. Interessant wiren zudem weiterfilhrende Untersuchungen, in denen die Polaritdt der

RPE-Zellen beachtet wird.

81



Zusammengefasst kann feststellt werden, dass inflammatorisch aktivierte RPE-Zellen die
inflammatorische Reaktion retinaler Mikroglia individuell, abhéngig von Stimulationsreiz und
-stirke, modulieren. Diese Daten untermauern einmal mehr die enge Interaktion der beiden

retinalen Zelltypen.
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