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Die Altersabhdngige Makuladegeneration (AMD) ist eine Erkrankung des menschlichen
Auges, die bei élteren Menschen der Industrienationen heute die héufigste
Erblindungsursache darstellt. Als ursdchlich fiir die Entstehung einer Altersabhéngigen
Makuladegeneration wird die erhohte Einlagerung des Alterspigments Lipofuscin in das
retinale Pigmentepithel (RPE) des Auges angesehen, die schlieBlich zu einem
Funktionsverlust der RPE Zellen, gefolgt von einem Zugrundegehen dieser und der dariiber
liegenden Photorezeptorschicht fiihrt. Lipofuscin ist ein heterogenes Gemisch verschiedener
Molekiile. Die genaue Zusammensetzung ist nicht bekannt. Es besteht hauptsidchlich aus
Proteinen, Lipiden und mindestens 10 verschiedenen Chromophoren. Der einzig identifizierte
Bestandteil des Lipofuscin ist das orange-emittierende Retinoid N-retinyliden-N-
retinylethanolamin, kurz A2E, das als ein Hauptfluorophor des Lipofuscin angesehen wird.
A2E reichert sich in Lysosomen der RPE Zellen an, hemmt dort den Protein- und
Glykosaminoglykanabbau und hebt den sauren pH Wert in den neutralen Bereich. Uber den
genauen Pathomechanismus von A2E war bisher nichts bekannt. Verschiedene Wirkweisen
des A2E wurden in Betracht gezogen, ohne jedoch experimentell belegt zu sein: ein direkter
hemmender Effekt auf die lysosomalen Enzyme, die Mdglichkeit eines Detergenzeffekts auf
die Lysosomenmembran und die Hemmung der lysosomalen Protonenpumpe wurden als
mogliche Mechanismen angesehen.

Unter Beriicksichtigung der bisherigen Kenntnisse wurden zur Klirung des
Pathomechanismus von A2E in RPE Zellen in der vorliegenden Arbeit entsprechende
Untersuchungen durchgefiihrt. Zunichst wurden bei 23 reprasentativen lysosomalen Enzymen
im Zellhomogenat Aktivitdtsbestimmungen unter Einflu von A2E durchgefiihrt. Mit den
Ergebnissen konnte eine direkte Beeinflussung lysosomaler Hydrolasen durch A2E nahezu
ausgeschlossen werden, da selbst hohe A2E-Konzentrationen von 10 uM keinerlei Einfluf auf
die Aktivitit der untersuchten Enzyme hatten. Zur Untersuchung des Effekts von A2E auf das



lysosomale Kompartiment wurde im Anschlul eine Methode zur Isolierung intakter
Lysosomen aus kultivierten humanen RPE Zellen etabliert. Die gewonnene
Lysosomenfraktion zeigte eine hohe Reinheit und die Organellen eine gute Stabilitdt. Damit
wurden Messungen zu membranschidigenden Eigenschaften von A2E und Bestimmungen
zum Effekt von A2E auf die lysosomale Protonenpumpe durchgefiihrt. Fiir A2E-
Konzentrationen von > 2,5 pM konnte eine Membranschidigung der Lysosomen
nachgewiesen werden. Zur Ergidnzung wurde die Stabilitdt weiterer zelluldirer Membranen
unter steigenden A2E-Konzentrationen untersucht. Dabei wurde fiir die Mitochondrien eine
Storung der Membranintegritit ab einer A2E-Konzentration von 1,5 puM gefunden.
Mikrosomen und Plasmamembran zeigten sich nur wenig empfindlich. Bei den
Untersuchungen des Effekts von A2E auf die Aktivitidt der lysosomalen Protonenpumpe,
wobei sowohl die ATPase-Aktivitit als auch die protonentranslocierende Aktivitdt
unabhingig voneinander gemessen wurden, konnte fiir A2E-Konzentrationen ab 0,2 uM die
Hemmung der lysosomalen Protonenpumpe nachgewiesen werden, die bei 1 uM A2E etwa 50
%, bei einer A2E-Konzentration von 2 uM etwa 90 % erreichte. Bei den anschlieSend
durchgefiihrten =~ Bestimmungen  zur  Phagozytose und zum  Abbau  von
PhotorezeptorauBBensegmenten, die in vivo in groen Mengen von RPE Zellen aufgenommen
und abgebaut werden miissen, konnte eine deutliche Hemmung der Abbau- und
Phagozytoserate in A2E-beladenen Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen nachgewiesen
werden. Ergidnzend hierzu wurden Versuche zum Metabolismus von A2E in retinalen
Pigmentepithelzellen durchgefiihrt. Gezeigt werden konnte, dal RPE Zellen nach
Akkumulation von A2E sich dieses Molekiils nicht mehr entledigen konnen, sondern A2E
offensichtlich irreversibel akkumuliert wird. AbschlieBend wurden HPLC-Bestimmungen in
verschiedenen Bereichen des Auges bei 14 Patienten beider Geschlechter im Alter von 37-85
Jahren zur Kldrung einer moglichen alters- und geschlechtsspezifischen Anreicherung von
A2E gemacht. Es fanden sich A2E-Gesamtgehalte zwischen 89-1199 ng/Auge. Die hochsten
Konzentrationen konnten im RPE gemessen werden, jedoch fand sich auch in der Netzhaut
A2E. In der Sklera konnte kein A2E gefunden werden. Eine alters- oder
geschlechtsspezifische Anreicherung wurde nicht gefunden.

Mit den gewonnenen Ergebnissen dieser Arbeit und unter Beriicksichtigung von Arbeiten
anderer Autoren laBt sich erstmals ein Zusammenhang der Wirkweisen von A2E bei der
Entstehung der AMD postulieren: so kdnnte die Akkumulation von A2E als Bestandteil des
Lipofuscin in niedrigen Konzentrationen zu einer Hemmung der lysosomalen Protonenpumpe
mit resultierender lysosomaler Dysfunktion fithren. Bei Erreichen einer “kritischen
Konzentration* kdime es zu einer Stérung der lysosomalen Membranintegritit mit Freisetzung
angereicherter Substanzen in das Cytoplasma. Ein Herantreten von A2E an andere zelluldre
Membranen mit anschlieBender Freisetzung von z.B. Apoptosefaktoren wére moglich. Die
Hemmung von Phagozytose und Abbau von ROS bei A2E-Akkumulation und die
offensichtliche Unfdhigkeit der RPE Zellen, angereichertes A2E wieder auszuscheiden,
unterstiitzt die schddigende Rolle des A2E in RPE Zellen. Am Ende stiinde so die
Dysfunktion und das Zugrundegehen der Zellen.



