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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die altersbedingte Makuladegeneration

Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist eine chronisch progrediente
Erkrankung der Netzhaut, die sich durch Degeneration der Netzhaut an der ,Makula
lutea“, dem Ort des schérfsten Sehens, auszeichnet. In Industrienationen ist die AMD
heutzutage die haufigste Ursache fur Erblindung im Alter Gber 60 Jahre

(zusammengefasst in Wong et al. 2014).

Der hohe Leidensdruck und die Einschrankung der vielen Betroffenen im Alltag sowie
auch die damit verbundene hohe Belastung fir das Gesundheitssystem fihren dazu,
dass aktuell viel Forschung zur Aufklarung der AMD-Pathogenese und daraus
moglicherweise abzuleitenden Therapieansatzen betrieben wird.

1.1.1 Epidemiologie

Nach aktuellen Studien, bei welchen insgesamt tiber 120.000 Personen zwischen 30
und 97 Jahren untersucht wurden, sind weltweit 8,7 % der Bevdlkerung an AMD
erkrankt. Bis zum Jahr 2040 wird sogar ein Anstieg auf 288 Millionen Betroffene
erwartet (zusammengefasst in Wong et al. 2014).

Die Pravalenz der Erkrankung variiert mit der geographischen Herkunft. Demnach sind
europaische Personen haufiger von der Erkrankung betroffen (12,3 %), als
beispielsweise Menschen mit afrikanischem (7,5 %) oder asiatischem (7,4 %)
Ursprung (zusammengefasst in Wong et al. 2014). Geschlechtsspezifische
Unterschiede bei der Erkrankung sind in aktuellen Studien nicht erkennbar

(zusammengefasst in Wong et al. 2014; Colijn J. M. et al. 2017).

In einer Meta-Analyse aus dem Jahr 2017 von Colijn und Kollegen werden die
Erkrankungspravalenzen in Europa beschrieben. Bei Personen tber 70 Jahren aus
Europa betrégt die Haufigkeit fur die frihen Formen der AMD 13,2 %, wahrend
Spatformen mit 3,0 % deutlich seltener auftreten (Colijn J. M. et al. 2017). Ein klarer
Anstieg der AMD Pravalenz in Europa zeigt sich vor allem mit zunehmendem Alter.
Bei der frihen Form der AMD steigt die Erkrankungshaufigkeit beispielsweise von
3,5% im Alter von 55-59 Jahren auf 17,6 % bei den Uber 85-Jahrigen. Ebenso
drastisch ist die Zunahme von annahernd 0 % in der jingsten getesteten Altersgruppe
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(55 - 59 Jahre) auf 9,8 % (Personen Uber 85 Jahre) bei Spéatformen der AMD (Colijn
J. M. etal. 2017). In einer friheren Meta-Analyse mit Uber 14.000 erkrankten Personen
aus Europa, Australien und den USA wurde ein ahnlicher altersabhangiger Anstieg
aller AMD-Formen insgesamt verzeichnet. Von 0,2 % bei den 55 - 64 Jahrigen auf
13 % im Alter von Uber 85 Jahren (Smith et al. 2001).

Zur Entwicklung der Situation in Europa wurden Vergleiche zwischen den Pravalenzen
vor und nach 2006 durchgefiihrt, um eine Vorhersage lber die weitere Entwicklung
der Erkrankung machen zu kénnen. Dazu wurden Studien des ,European Eye
Epidemiology“ (E3) Konsortiums (Delcourt et al. 2016) in Gruppen vor und nach 2006
eingeteilt. Diese Analysen zeigen eine leichte Zunahme bzw. eine stabile Haufigkeit
bei der Frihform, allerdings eine Abnahme bei der spaten Form der AMD (Colijn J. M.
et al. 2017), was auf eine mogliche Verbesserung der Therapie- oder

Praventionsmethoden schlief3en lasst.

1.1.2 Pathologie und Symptomatik

Die Unterscheidung der AMD in die frihe und spate Form erfolgt Uber die Beurteilung
der Netzhautveranderungen. Nach einer diagnostischen Untersuchung des
Augenhintergrundes mittels Funduskopie kann bei Verdacht auf eine fortgeschrittene
AMD auch eine Fluoreszenzangiografie durchgefihrt werden, um die Gefalie am
Augenhintergrund gezielt mit fluoreszierendem Farbstoff darzustellen. Eine weitere
diagnostische Moglichkeit besteht in der optischen Koharenztomografie (OCT), bei der
mittels reflektierender Laserstrahlung Schnittbilder des Netzhautaufbaus erstellt

werden (zusammengefasst in Chakravarthy et al. 2010a; sowie Lim et al. 2012).

Die Frahform verlauft meist asymptomatisch und langsam progredient, wobei bereits
erste Symptome, wie eine reduzierte Sehscharfe, verringerte Kontrastsensitivitat oder
verschwommenes Sehen auftreten kdnnen (zusammengefasst in Bressler et al. 1988;
Stangos et al. 1995; sowie Lim et al. 2012). Eine erste pathologische Veranderung der
Netzhaut ist dabei das Auftreten spezifischer Drusen (siehe Abbildung 1A),
Ablagerungen von extrazellularem Material zwischen der Basallamina des retinalen
Pigmentepithels (RPE) und der inneren Kollagenschicht der Bruch’schen Membran
(Hageman und Mullins 1999). Drusen werden morphologisch in harte oder weiche

Drusen Kklassifiziert. Als harte Drusen werden kleine, begrenzt lokalisierte, gelbliche

2
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Ablagerungen mit einem Durchmesser < 63 um beschrieben. Das Auftreten von harten
Drusen ist nicht mit einem erhéhten AMD-Risiko assoziiert (zusammengefasst in Ding
et al. 2009). Im Gegenzug gelten weiche Drusen, welche heller und gré3er sind und
unscharfe Begrenzungen aufweisen, als signifikanter Risikofaktor fur die Entstehung
der AMD-Spatform (zusammengefasst in Ding et al. 2009). Als molekulare
Bestandteile von Drusen wurden unter anderem Komponenten des
Komplementsystems wie Vitronectin (VTN) oder Clusterin (CLU), Lipide, Lipoproteine
(z.B. Apolipoprotein E (APOE)), Glykoproteine und inflammatorische Molekile
identifiziert (Hageman et al. 1999; Hageman und Mullins 1999; Russell et al. 2000;
Mullins et al. 2000; Crabb et al. 2002; Anderson et al. 2004). Beim Fortschreiten der
Erkrankung und Ubergang in eine AMD-Spatform finden sich in der Netzhaut
zusatzlich Bereiche von hypo- oder hyperpigmentiertem RPE (zusammengefasst in
Lim et al. 2012) und verdickte Stellen der Bruch’schen Membran (zusammengefasst
in Ding et al. 2009).

Es werden zwei AMD-Spéatformen beschrieben: die sogenannte ,trockene® Form, auch
bezeichnet als geographische Atrophie (GA) und die ,feuchte” Form oder choroidale

Neovaskularisation (CNV) (zusammengefasst in Lim et al. 2012).

Abbildung 1: Fundusaufnahmen eines Auges mit Drusen (A) eines Auges mit fortgeschrittener
GA (B) und eines Auges mit CNV (C).

Fundusaufnahmen von verschiedenen Erkrankten mit unterschiedlichen AMD Formen (A-C). Fundus
mit grof3en Drusen (A). Makula einer trockenen AMD mit Erhéhung der DrusengréfRe und des befallenen
Areals (B). Makula einer feuchten AMD bzw. CNV mit Neovaskularisationen und subretinaler Einblutung
(weiBer Kreis) (C) (modifiziert aus Lim et al. 2012).

Die GA zeichnet sich durch eine zunehmende Atrophie des RPE und daraus
resultierende flachenférmige Hypopigmentierung aus (Abbildung 1B). Durch den RPE

Zellverlust kommt es zum Absterben von assoziierten Photorezeptorzellen und
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dadurch zunehmendem Sehverlust (Curcio et al. 1996; Jong 2006; zusammengefasst
in Ding et al. 2009). Als CNV bezeichnet man die seltenere Spatform der AMD, die mit
dem Auswachsen von unreifen Blutgefal3en aus dem Choroid (Aderhaut) in die Schicht
zwischen RPE und Photorezeptoren assoziiert wird. Bei dieser pathologischen
Verdanderung kann es zu Einblutungen oder Flussigkeitsansammlungen
(Abbildung 1C) unter dem Pigmentepithel kommen, die eine Anhebung des RPE
verursachen kénnen (zusammengefasst in Ding et al. 2009; Chen et al. 2010b; Lim et
al. 2012; sowie Ambati und Fowler 2012). Im Gegensatz zur GA fuhrt die CNV in der
Regel zu einem plétzlich auftretenden und sehr schnell fortschreitenden Sehverlust

(zusammengefasst in Ambati und Fowler 2012).

Symptomatisch kommt es bei beiden Spatformen der AMD zu einer Verschlechterung
der Sehscharfe, begleitet von Symptomen, wie dunklen Flecken im zentralen
Gesichtsfeld (Skotome) oder Veranderungen des subjektiven Sehens mit Schlieren
oder Strichen im Sehfeld (Metamorphopsien) (zusammengefasst in Lim et al. 2012).
Die Erkrankten leiden durch den zentralen Sehverlust meist unter Schwierigkeiten
beim Lesen, Autofahren oder beim Erkennen von Gesichtern, was eine bedeutende
Einschrankung im alltaglichen Leben bedeutet (zusammengefasst in Chakravarthy et
al. 2010a). Unbehandelt kénnen beide Spatformen der AMD zu vollstindigem

Sehverlust fuhren (zusammengefasst in Lim et al. 2012).

1.1.3 Risikofaktoren zur Entstehung der AMD

Die AMD ist eine komplexe Erkrankung mit multifaktorieller Genese und somit vielen

moglichen Risikofaktoren.

1.1.3.1 Erhohtes Alter als Hauptrisikofaktor fur die Entstehung der AMD

Als einer der starksten Risikofaktoren gilt ein erhdhtes Alter (Age-Related Eye Disease
Study Research Group (AREDS) 2000; Buch et al. 2005; Klein et al. 2007; Wang et al.
2007). Erhohtes Alter geht mit verschiedenen Verdnderungen auf organischer und
zellularer Ebene einher, denen wiederum ein Einfluss auf die AMD Pathogenese
nachgesagt wird. Dazu gehdren unter anderem Bildung von extrazellularen Drusen,

Verdickung, Versteifung und Lipidanreicherung der Bruch’schen Membran,
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intrazellulare Ablagerungen von Zell- oder Gewebeschadigungen oder Lipofuszin,
Defekte in den Mitochondrien, sowie Zellverlust und Gewebedegeneration retinaler
Strukturen durch oxidativen Stress (Pauleikhoff et al. 1990; Ramrattan et al. 1994;
Delori et al. 2001; zusammengefasst in Ardeljan und Chan 2013). Zusatzlich kénnten
auch altersbedingte Veranderungen in der mitochondrialen DNA zur Entwicklung der
AMD beitragen (Barron et al. 2001; zusammengefasst in Ding et al. 2009; Kenney et
al. 2010).

1.1.3.2 Umweltfaktoren als Risikofaktoren fur die Entstehung der AMD

Neben dem Alter tragen &aufRere Umwelteinflisse oder Verhaltensweisen als
modifizierbare Risikofaktoren zur Entstehung der AMD bei. Dabei wurde vor allem
Rauchen mit der Entstehung der AMD assoziiert, aber auch als zuséatzlicher
Risikofaktor fir die Progression von der Frihform zu einer der AMD-Spéatformen
genannt (Age-Related Eye Disease Study Research Group (AREDS) 2000; Smith et
al. 2001; zusammengefasst in Evans 2001; Age-Related Eye Disease Study Research
Group (AREDS) 2005; Cong et al. 2008; zusammengefasst in Chakravarthy et al.
2010b; Lawrenson und Evans 2013). Rauchende haben dabei ein fast zweifach
hoheres Risiko, eine AMD-Spéatform zu entwickeln als Nichtrauchende (Vinding et al.
1992; Vingerling et al. 1996; Delcourt et al. 1998; zusammengefasst in Swaroop et al.
2009). Eine mogliche Erklarung dafir kann der Einfluss des Rauchens auf die
choroidale Blutzirkulation und damit verbundene Prozesse wie Hypoxie, Ischamie und
Mikroinfarkte in GefalRen sein, da diese Verdanderungen zur Degeneration
verschiedener Strukturen in der Netzhaut fihren kénnten. Eine weitere Erklarung fur
den schéadlichen Effekt des Rauchens ware ein erhdhter oxidativer Stress auf retinale
Strukturen und gleichzeitig eine Reduktion von Antioxidantien, wie den Caroteinoiden
Lutein und Zeaxantin, was zu Schadigungen der Netzhaut fuhren koénnte

(zusammengefasst in Solberg et al. 1998; sowie Ding et al. 2009).

Zusatzlich wird ein erhdhter Body-Mass-Index als moglicher Risikofaktor diskutiert
(Seddon et al. 2003; zusammengefasst in Zhang et al. 2016). Dabei wird vermutet,
dass hohes Kdrpergewicht zu vermehrtem oxidativem Stress fuhrt, inflammatorische

Prozesse fordert und Veranderungen von Lipiden und Lipoproteinen im Blut hervorruft,
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was wiederum die AMD begunstigen kénnte (Keaney et al. 2003; zusammengefasst
in Johnson 2005; sowie Zhang et al. 2016).

Auch UV- und Sonnenlicht-Exposition wird in mehreren Studien als AMD-Risikofaktor
angesehen (Cruickshanks 1993; Miguel et al. 2003; Roduit und Schorderet 2008; Youn
et al. 2010), was allerdings noch nicht bestatigt ist (Darzins et al. 1997; Delcourt 2001;
Khan et al. 2006). In diesem Zusammenhang wurden unter UV-Licht Bestrahlung in
RPE Zellen pathologische Prozesse wie eine verstarkte Apoptose, verringerte
phagozytotische Aktivitat und Degradierung von DNA und Mitochondrien beobachtet
(Roduit und Schorderet 2008; Youn et al. 2010).

DarlUberhinaus wird ein Zusammenhang mit anderen Erkrankungen diskutiert, wobei
beispielsweise kardiovaskuléare Risikofaktoren wie ein erhohter
Gesamtcholesterin/HDL-Quotient, Diabetes, kardiovaskulare Ereignisse oder ein
erhohter systolischer Blutdruck mit der AMD assoziiert werden (Klein et al. 2003; Tan
et al. 2007; Pennington und DeAngelis 2016).

Auch einer vorangegangenen Katarakt-Operation wird ein erhohtes Risiko fur die
Entstehung der AMD nachgesagt (Klein et al. 2002; Wang et al. 2003; z.B. Cugati et
al. 2006; zusammengefasst in Casparis et al. 2017). Die bisherigen Ergebnisse
verschiedener Studien sind diesbeziiglich jedoch inkonsistent (zusammengefasst in
Bockelbrink et al. 2008; sowie Ehmann und Ho 2017).

1.1.3.3 Ethnizitat und AMD-Risiko

Als weiterer wichtiger Risikofaktor gilt die Ethnizitat. Wie zuvor in Kapitel 1.1.1 erwéhnt,
haben Menschen europaischer Herkunft ein signifikant hdheres Risiko zur Ausbildung
einer AMD als Menschen asiatischer oder afrikanischer Herkunft (Klein et al. 2006;
zusammengefasst in Wong et al. 2014). Obwohl Drusen im Alter sowohl in der
kaukasischen Bevolkerung als auch bei Nicht-Kaukasiern gleichermal3en vorkommen,
entwickeln hellh&utige Menschen vermehrt groRRere Drusen und
Pigmentveranderungen. Des Weiteren sind Unterschiede bei der Ausbildung von
fortgeschrittenen AMD-Formen erkennbar, die bei hellhautiger Bevélkerung vermehrt
auftreten (Friedman et al. 1999; Frank et al. 2000; Smith et al. 2001; Bressler et al.

2008; zusammengefasst in Lambert et al. 2016). Als eine mdgliche Erklarung gilt der
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unterschiedliche Melaningehalt im RPE, da Melanin méglicherweise protektiv gegen
freie Radikale wirkt (Jampol und Tielsch 1992).

Ein weiterer Einfluss kénnte von der Irisfarbe ausgehen, da in mehreren Studien eine
helle Farbung der Iris mit einem bis zu zweifach erhdhten Risiko einer AMD einhergeht
(Frank et al. 2000; Nicolas et al. 2003; zusammengefasst in Lambert et al. 2016). Als
Grund wird hierfir ebenfalls ein hoherer Melaningehalt und hoéhere okulare
Pigmentierung bei dunkler Irisfarbung angegeben, die zu reduziertem Einfall und
verringerter Absorption von Licht ins Auge flihren und somit oxidative Schaden
reduzieren kénnten (Weiter et al. 1985; Jampol und Tielsch 1992; Sandberg et al.
1994).

1.1.3.4 Genetische Risikofaktoren fur die AMD
Genetische Faktoren tragen in erheblichem MalRe zum AMD-Risiko bei. Ihr Einfluss
wird auf 46 % bis 71 % geschéatzt (Seddon et al. 2005).

Zur Analyse des genetischen Hintergrundes von komplexen Erkrankungen werden
genomweite Assoziationsstudien (GWAS) durchgefuhrt. Dabei werden, in Form einer
Fall-Kontroll-Studie, sowohl Probanden mit der zu untersuchenden Erkrankung als
auch gesunde Kontrollprobanden genotypisiert und deren DNA-Varianten verglichen.
Sind Allelfrequenzen bei Erkrankten und Kontrollpersonen statistisch signifikant
unterschiedlich, gilt dieses Gen als assoziiert mit der Erkrankung (Pearson und
Manolio 2008).

In der aktuellsten und grof3ten GWAS aus dem Jahr 2016, einer Meta-Analyse mit
jeweils Uber 16.000 europaischen Erkrankten und Kontrollpersonen, wurden
insgesamt 52 unabhéangige, AMD-assoziierte Varianten auf 34 verschiedenen Genloci
identifiziert, die genomweite Signifikanz (GWS, p < 5x108) erreichten (Fritsche et al.
2016). Die starksten Assoziationssignale wurden dabei, wie schon in verschiedenen
Studien zuvor (Klein et al. 2005; Haines et al. 2005; Edwards et al. 2005; Jakobsdottir

et al. 2005; Rivera et al. 2005; Fritsche et al. 2008), bei den Sequenzvariationen im
age-related maculopathy susceptibility 2 / high-temperature requirement A serine

peptidase 1 (ARMS2/HTRA1) Genlokus und Complement factor H (CFH) Gen
beobachtet. Weitere 16 schon zuvor mit der AMD assoziierte Loci, wie zum Beispiel

die Gene Complement factor | (CFI) (Fagerness et al. 2009; van de Ven et al. 2013),
7
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Vascular endothelial growth factor A (VEGFA) (Churchill et al. 2006; Richardson et al.
2007; Lin et al. 2008; Janik-Papis et al. 2009) oder Synapsin 3-TIMP metallopeptidase
inhibitor 3 (SYN3-TIMP3) (Kaur et al. 2010; Chen et al. 2010a) wurden im Rahmen
dieser Studie verifiziert. Zusétzlich wurden 16, zuvor noch nicht bekannte Loci
identifiziert, die ebenfalls eine genomweit signifikante Assoziation mit der AMD
aufwiesen, wie zum Beispiel ATP Binding Cassette Subfamily A Member 1 (ABCA1),
Matrix metallopeptidase 9 (MMP9) und Chymotrypsinogen B2-Chymotrypsinogen B1
(CTRB2-CTRB1) (Fritsche et al. 2016).

1.1.4 Pathomechanismen der AMD

Verschiedene molekulare und biochemische Prozesse tragen zur Entstehung der AMD
bei.

Eine Vielzahl von Studien weist auf eine Fehlregulation des Komplementsystems im
Zuge der AMD Pathogenese hin (unter anderem Johnson et al. 2001; Kumar et al.
2004; Hageman et al. 2005; zusammengefasst in Sivaprasad und Chong 2006; Scholl
et al. 2008; Frederick und Kleinman 2014). Das Komplementsystem ist ein Teil des
angeborenen Immunsystems und aktiviert (ber verschiedene Signalwege
Enzymkaskaden, die wiederum zum Zelltod fihren oder Entziindungsreaktionen
auslosen (zusammengefasst in Cooper 1985; Muller-Eberhard 1988; Walport 2001,
sowie Dunkelberger und Song 2010). Verschiedene Komponenten, welche in
Entzindungsreaktionen eine Rolle spielen, beispielsweise der Entziindungsmarker
CRP (C-reaktive protein) oder sFasL (soluable Fas-ligand), sICAM-1 (soluble
intercellular adhesion molecule-1) und sSTNFRII (TNF-a receptor II), wurden in
erhohten Konzentrationen bereits mit einem verstarkten AMD Risiko assoziiert
(zusammengefasst in Kauppinen et al. 2016). Die Netzhaut reagiert auf
Gefahrensignale, welche auch haufig in der AMD Pathogenese vorkommen, mit einer
Aktivierung eines Inflammasom-Komplexes, welcher die Bildung von aktiven
Zytokinen IL-18 (Interleukin-18) und IL-1B (Interleukin-1B) fordert (zusammengefasst
in Ambati et al. 2013). Inflammasomen-Aktivierung und erhéhte Werte von IL-18 und
IL-1B wurden dabei ebenfalls mit einem erhéhten AMD Risiko in Verbindung gebracht
(zusammengefasst in Ambati et al. 2013). Des Weiteren wurden in molekularen

Untersuchungen von AMD-assoziierten Drusen Bestandteile des
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Komplementsystems, wie der terminale Komplement Komplex C5b-9,
Komplementfaktoren 3, 8 oder 9 und Komplement Regulatoren, wie Clusterin oder
Vitronectin, nachgewiesen (Mullins et al. 2000; Crabb et al. 2002; Anderson et al.
2004). Zudem wurden einige AMD-assoziierte Polymorphismen in Genen gefunden,
die fur Faktoren des Komplementsystems kodieren (zusammengefasst in Geerlings et
al. 2017). Dazu gehoren unter anderem CFH (Edwards et al. 2005; Hageman et al.
2005; Haines et al. 2005), Complement component 2 / complement factor B (C2/CFB)
(Gold et al. 2006), Complement component 3 (C3) (Helgason et al. 2013; Maller et al.
2007; Yates et al. 2007), CFI (Fagerness et al. 2009; van de Ven et al. 2013) oder VTN
(Fritsche et al. 2016).

Reaktive Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS) spielen ebenfalls eine
Rolle bei pathophysiologischen Inflammationsreaktionen und Autophagie-Prozessen
der AMD. Sie werden unter physiologischen Bedingungen bei der Reduktion von
molekularem Sauerstoff in der Atmungskette in Mitochondrien, sowie bei
enzymatischen Reaktionen und als Reaktion auf UV-Licht Exposition und ionisierende
Strahlung gebildet (zusammengefasst in Nita und Grzybowski 2016). Durch ein
Ungleichgewicht zwischen Bildung und Abbau von ROS und verstéarkter Bildung der
ROS im Alter kommt es zur Entstehung von oxidativem Stress, der wiederum zur
Schadigung von Biomolekilen in Zellen und Geweben fihren kann (Harman 1981;
Grune et al. 2005). Dabei werden unter anderem Proteine angegriffen und es kommt
zu einer Storung der proteasomalen und lysosomalen Systeme, welche im gesunden
Zustand als antioxidative Schutzmechanismen gelten (zusammengefasst in Hohn et
al. 2013). Dies konnte zu Lipofuszin-Ablagerungen in Netzhaut und RPE flhren,
welche aus oxidiertem Material von Proteinen und Lipiden bestehen
(zusammengefasst in Hohn et al. 2013). Inwiefern Lipofuszin-Ablagerungen jedoch die
AMD beeinflussen, wird aktuell noch widersprtchlich diskutiert (zusammengefasst in
Lambris et al. 2010; Boyer et al. 2012; Zhao et al. 2017). Des Weiteren bilden die
Lipide in der Netzhaut in Gegenwart von ROS sogenannte ,advanced lipid peroxidation
end-products®, spezielle Endprodukte der Lipidperoxidation, welche einen
schadigenden Einfluss auf Photorezeptoren oder andere Strukturen der Netzhaut

ausuben (zusammengefasst in Catala 2006; sowie Kishan et al. 2011).
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Neben der Oxidation von Lipiden, soll auch eine Veranderung im Lipidmetabolismus
einen Einfluss auf die AMD haben (Xu et al. 2018). Dabei wurden in einer Studie
erhohte HDL (High density lipoprotein)-Werte mit einem erhdhten Risiko fur die
Entwicklung der frihen und spaten AMD-Formen assoziiert (Cougnard-Grégoire et al.
2014). Weiterhin wird die Anreicherung von Apolipoprotein B in der Bruch’schen
Membran im erhdhten Alter mit der Entstehung von AMD-typischen Lasionen, wie
Drusen und basalen Ablagerungen in Verbindung gebracht (Curcio et al. 2009). Des
Weiteren wurden Variationen im APOE-Gen, welche drei Allele des APOE-Gens
(APOEZ2, APOE3, und APOE4) definieren, mit der AMD assoziiert. Die APOE2-Isoform
scheint dabei als pradisponierender Faktor zu gelten, wahrend APOE4 protektiv wirkt
(Fritsche et al. 2009; McKay et al. 2011). Schlie3lich sind Lipide, dabei vor allem
Cholesterol und Phosphatidylcholin, ein bedeutender Bestandteil in Drusen und

machen bis zu 40 % des Drusen-Volumens aus (Wang et al. 2010).

Auch die Fehlregulation von Signalwegen gerét immer héaufiger in den Fokus als
zusatzlicher Faktor bei der Entstehung der AMD. Zahlreiche Publikationen weisen
dabei im Speziellen auf eine Beteiligung des Mitogen-activated protein kinase (MAPK)
Signalwegs hin. So ist dieser an der Aktivierung von VEGF und somit an der
Regulation der Angiogenese beteiligt, die wiederum ein wichtiger pathologischer
Prozess bei der CNV ist (Curry et al. 2008; Liu et al. 2010; Xie et al. 2011). Auch durch
oxidativen Stress, welcher ein wichtiger Pathomechanismus der AMD ist und unter
anderem zur Schadigung von RPE Zellen fihren kann, kommt es zu einer Aktivierung
des MAPK Signalweges (Wang et al. 1998; Ho et al. 2006; zusammengefasst in
Kyosseva 2016). Des Weiteren berichteten Dridi und Kollegen im Jahr 2012, dass die
Degeneration von RPE Zellen, welche durch Alu RNA/DICER1 Mangel induziert wird,
Uber eine Aktivierung des MAPK Signalweges vermittelt wird (Dridi et al. 2012).
MAPKs wurden zudem mit der Regulation verschiedener inflammatorischer Prozesse
in der Netzhaut in Verbindung gebracht (Guo et al. 2014). Schlief3lich wurden von
SanGiovanni und Lee im Jahr 2013 Sequenzvariationen in Genen beschrieben, die als
MAPK Regulatoren bekannt sind (SanGiovanni und Lee 2013).

Inwiefern diese molekularen Prozesse die AMD-assoziierten zellularen Prozesse wie
Apoptose, RPE-Fehlfunktion, strukturelle Verdnderungen der Photorezeptoren oder

choroidale Neovaskularisation genau beeinflussen, ist jedoch weiterhin unklar.
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1.1.5 Aktueller Stand der Therapie

Als praventive MalBnahmen fir die Entwicklung einer AMD werden neben der
Vermeidung von Risikofaktoren, wie Rauchen, auch Nahrungsergénzungsmittel, zum
Beispiel in Form von Antioxidantien, Omega-3 Fettsduren, Carotinoiden und Vitaminen
diskutiert (Seddon et al. 1994; Moschos et al. 2018). Die AREDS Forschungsgruppe
berichtete Uber eine verzégerte Progression der frihen AMD Stadien zu Spatformen
durch antioxidative Nahrungserganzung in Form von Vitamin E, Vitamin C, Zink und
Beta-Carotin oder Lutein/Zeaxantin (Age-Related Eye Disease Study Research Group
(AREDS) 2001). Ahnliche Ergebnisse, die ebenfalls eine mdgliche verlangsamte AMD-
Progression durch antioxidative Vitamine und Mineralstoffe als Nahrungserganzung
zeigten, wurden durch Evans und Kollegen veroéffentlicht (Evans und Lawrenson
2017b). Jedoch kdnnen Vitamin- und Antioxidativa-Supplementationen die Entstehung
einer AMD-Erkrankung nicht verhindern oder verzégern (Evans und Lawrenson
2017a).

Fir die Behandlung der AMD gibt es derzeit nur sehr begrenzt therapeutische
Optionen, weswegen sich derzeit viele Studien mit potentiellen therapeutischen
Anséatzen fir die AMD befassen (zusammengefasst in Bandello et al. 2017). Wahrend
fur die GA bislang noch keine wirksame Therapie vorliegt, gibt es bei der seltener
vorkommenden CNV inzwischen erfolgsversprechende Malinahmen zur Behandlung
(zusammengefasst in Lim et al. 2012; sowie Sacconi et al. 2017). Diese beruhen auf
einer Inhibition des VEGF, welcher eine bedeutende Rolle bei der Entstehung der
neovaskularen Form der AMD spielt, da er das Auswachsen neuer Blutgefal3e
stimuliert (Aiello et al. 1994). Zu den momentan verfiigbaren und FDA (Food and Drug
Administration) gepriften Medikamenten fur die AMD zahlen zum Beispiel Macugen™
(Gragoudas et al. 2004), Lucentis™ (Rosenfeld et al. 2006) oder Eylea™ (Heier et al.
2012). Die Wirkung dieser Medikamente liegt in der Blockierung der VEGF-AKktivitat,
beispielsweise durch die Bindung eines 28 Basen langen RNA Aptamers an VEGF
(Pegaptanib, Macugen™) oder durch die VEGF Bindung durch zielgerichtete
monoklonale Antikérper (Ranibizumab, Lucentis™). Aflibercept, Eylea™ wirkt als eine
Art Rezeptoratrappe, die VEGF bindet, aber keine Signale weiterleitet (Gragoudas et
al. 2004; zusammengefasst in Mousa und Mousa 2010). Alle oben genannten

Medikamente werden als intraviteale Injektionen in verschiedenen Zeitabstdnden
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angewandt, die je nach Therapeutikum unterschiedlich sein kdnnen

(zusammengefasst in Mousa und Mousa 2010).

Fur die Spatform GA finden préklinische und Klinische Studien statt, um mogliche
therapeutische Ansatze, wie zum Beispiel die Minderung retinaler Toxine,
Komplementinhibition, antiinflammatorische Intervention, Neuroprotektion oder
Minderung von oxidativem Stress zu testen (zusammengefasst in  Schmitz-
Valckenberg et al. 2010; sowie Holz et al. 2014). Die Hoffnung besteht fir die Zukunft
vor allem darin, neue Ansatze durch ein besseres Verstandnis der Pathogenese und

der pathophysiologischen Prozesse der AMD zu erhalten.

1.2 Eine mogliche Rolle des Neurturin (NRTN) in der AMD-Pathogenese

Aktuelle Studien am Institut fir Humangenetik der Universitdit Regensburg
beschaftigen sich mit der funktionellen Analyse AMD-assoziierter Variationen in
Genen, welche mit dem MAPK Signalweg in Verbindung stehen. So soll eine mogliche
Beteiligung des MAPK Signalwegs in der AMD-Pathogenese untersucht werden und
gleichzeitig sollen Einblicke in weitere und womaoglich neuartige, durch diese Gene

beeinflusste, Pathomechanismen der AMD erhalten werden.

Fur das im Rahmen dieser Dissertation bearbeitete Projekt wurden aus dem von
Fritsche und Kollegen im Jahr 2016 publizierten GWAS-Datensatz (Fritsche et al.
2016) Gene ausgewahlt, deren AMD-assoziierte Varianten in vielversprechenden
Regionen, wie zum Beispiel in kodierenden Sequenzen oder in der 3‘-untranslatierten
Region (3-UTR) liegen und die somit mit hoherer Wahrscheinlichkeit einen Effekt auf
die Proteinfunktion austben als zum Beispiel Varianten, die weit entfernt im
intronischen Bereich liegen. Zudem sollten die Gene in einem Zusammenhang mit
dem MAPK Signalweg stehen und bereits in wissenschaftlichen Publikationen mit der
AMD oder mit AMD-assoziierten pathologischen Prozessen in Verbindung gebracht

worden sein.

Im Rahmen dieses Auswahlverfahrens wurde das NRTN-Gen mit dem AMD-
assoziierten Einzelnukleotid-Polymorphismus (Single Nucleotid Polymorphism, SNP)
rs79744308:G>A als Kandidat fur weitere funktionelle Analysen ermittelt. Der SNP
rs79744308 befindet sich auf Chromosom 19p13.3, steht in einem fast vollstdndigen

12
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Kopplungsungleichgewicht mit rs12019136, dem Lead-SNP dieser Region (D* = 1,00;
berechnet nach Machiela und Chanock 2015), und ist in Exon 2 des NRTN-Gens
lokalisiert. Er fuhrt durch einen Basentausch von Guanin zu Adenin zu einer
Misssense-Mutation mit einem Aminosaureaustausch von Alanin zu Threonin an

Aminosaure-Position 59 im kodierten Protein NRTN.

1.2.1 Das Protein Neurturin (NRTN) — Aufbau

Das humane NRTN-Gen weist 2 Exone auf und kodiert fir das 197 Aminosauren (AS)
umfassende Protein NRTN (Kotzbauer et al. 1996).

rs79744308

NH2 COOH

Abbildung 2: Darstellung des NRTN-Proteins

Schematisch dargestellt sind die verschiedenen Domanen des NRTN-Proteins, die Position des SNP
rs79744308 (roter Pfeil) in der Propeptidregion und konservierte Cysteinreste (weile vertikale Linien)
(modifiziert nach Saarma und Sariola, 1999)

Das sezernierte NRTN besteht aus einem 19 AS langen Signalpeptid, welches im
Zuge der Sezernierung abgespalten wird, einem Propeptid aus 76 AS und einer
aktiven Kette aus 102 AS (siehe Abbildung 2). NRTN z&hlt zur Transforming Growth
Factor-B (TGF-B) Superfamilie, da es wie andere Mitglieder der TGF-B Superfamilie
sieben charakteristisch, konservierte Cysteinreste (siehe Abbildung 2, weil3e vertikale
Linien) besitzt. Die 33 TGF- Mitglieder sind multifunktionelle Wachstumsfaktoren mit

der typischen Struktur sekretierter Signalmolekiile. Sie werden als Vorlaufermolekiile
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synthetisiert und erreichen durch Abspaltung der Propeptidregion die reife, sezernierte
Proteinform. Die Gemeinsamkeit aller Mitglieder ist die Cysteinknoten-Struktur aus
sieben Cysteinresten an ahnlichen Stellen im Protein (zusammengefasst in Clark und
Coker 1998; Saarma und Sariola 1999; Saarma et al. 2000; sowie Hinck et al. 2016).
Die AS-Sequenz weist zu anderen Mitgliedern der TGF-B Superfamilie lediglich ca.
20 % identische AS auf (Kotzbauer et al. 1996). Hingegen haben NRTN und der Glial
Cell Line Derived Neurotrophic Factor (GDNF) zu 42 % identische AS und bilden mit
Artemin (ART) und Persephin (PSP) eine Unterfamilie der TGF-B Superfamilie, die
GDNF-Familie neurotropher Faktoren (Kotzbauer et al. 1996). Ein deutlicher
Unterschied zwischen den Mitgliedern der GDNF-Unterfamilie und den Mitgliedern der
TGF-B Superfamilie ist die Signalibertragung, welche bei GDNF, NRTN, ART und
PSP uber die Rezeptor-Tyrosinkinase RET (Rearranged during transfection) und nicht
Uber Rezeptor Serin/Threonin Kinasen vermittelt wird (zusammengefasst in Saarma et
al. 2000; Bigalke et al. 2019).

Der AMD-assoziierte SNP rs79744308 befindet sich in der Propeptid-Region des
NRTN-Proteins, welche bei Aktivierung des Proteins abgespalten wird (Fjord-Larsen
et al. 2005).

1.2.2 Funktionen des NRTN-Proteins

Das sezernierte NRTN bindet hauptsachlich den GDNF Family Rezeptor a2 (GFRa2),
wobei auch eine Bindung an GFRal madglich ist. Diese Rezeptoren sind Uber einen
Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI) Anker in der &ufReren Zellmembran befestigt,
fungieren als Teil eines Multikomponenten-Rezeptorkomplexes und aktivieren dann
als Liganden-Rezeptor-Komplex die Rezeptor-Tyrosinkinase RET. Das fuhrt wiederum
zur Autophosphorylierung der intrazellular liegenden Tyrosinkinase-Doméanen des
RET-Rezeptors und endet schlie3lich in der Aktivierung intrazellularer Signalwege, wie
dem RAS/Extrazellular Signal-regulierte Kinase (ERK), Phosphatidyl-Inositol 3-Kinase
(PISK)/AKT, p38 MAPK and c-Jun N-terminale Kinase (JNK) Signalweg (Kotzbauer et
al. 1996; Baloh et al. 1997; Buj-Bello et al. 1997; Klein et al. 1997; Trupp et al. 1998;
zusammengefasst in Saarma und Sariola 1999; sowie Takahashi 2001). Weiterhin
wird eine starke Bindung von NRTN an Heparin und verwandte Heparansulfate, die

vor allem in der Extrazellularen Matrix (EZM) und auf der Zelloberflache vorkommen,
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beschrieben (Alfano et al. 2007; Bespalov et al. 2011; zusammengefasst in Rider und
Mulloy 2017). Dabei wird sogar vermutet, dass NRTN eine spezifische Bindestelle fur
Heparansulfate besitzt, durch welche NRTN stark an der Zellmembran angereichert
wird (Sandmark et al. 2018; Bigalke et al. 2019). Diese Heparansulfate stehen im
Verdacht, einen Einfluss auf die Signalibertragung vom Ligand-GRFa-RET Komplex
zu haben, wobei in der Literatur dazu widersprichliche Informationen zu finden sind
(Barnett 2002; Davies et al. 2003; Sandmark et al. 2018).

NRTN ist ein Mitglied der GDNF-Familie und somit als neurotropher Faktor bekannt,
der Wachstum, Uberleben und Differenzierung von Neuronen des zentralen und
peripheren Nervensystems, sowohl wahrend der Entwicklung, als auch im
ausgewachsenen Organismus, fordert (Lin et al. 1993; Arenas et al. 1995; Buj-Bello et
al. 1995; Kotzbauer et al. 1996; Golden et al. 1998; zusammengefasst in Saarma und
Sariola 1999; Wolf et al. 2008).

Im Jahr 1997 wurde erstmals die NRTN- (und GDNF-) Expression in der Netzhaut
beschrieben (Nosrat et al. 1996; Widenfalk et al. 1997; Jomary et al. 1999). Die mRNA
Expression von NRTN und dessen Rezeptor GFRa2 wurde in Mauseretinae vor allem
in Zellen der inneren und auf3eren plexiformen Schicht (IPL, OPL), den &uf3eren
Photorezeptor-Segmenten und in Zellen der Ganglien-Zellschicht (GCL) lokalisiert
(Jomary et al. 1999). In Rattenaugen wurde NRTN hingegen in der GCL und inneren
nuklearen Schicht (INL) entdeckt (Harada et al. 2003). Nachdem gezeigt wurde, dass
der Faktor GDNF in axotomierten retinalen Ganglionzellen (RGC) einen
neuroprotektiven Effekt hat und das Uberleben der RGCs deutlich erhoht (Klocker et
al. 1997; Koeberle und Ball 1998), wurde aufgrund der starken strukturellen Ahnlichkeit
und der Expression von NRTN in der Netzhaut vermutet, dass NRTN ebenfalls eine
neuroprotektive Funktion in der menschlichen Netzhaut einnehmen kann. Dies wurde
einige Jahre spater von Koeberle und Ball bestatigt, die zeigten, dass intraokulare
NRTN-Injektionen innerhalb von 14 Tagen nach Transsektion des Nervus opticus das

Uberleben von RGCs signifikant verbesserten (Koeberle und Ball 2002).

Neben der Aufgabe zur Aufrechterhaltung einer normalen retinalen Funktion, wird
NRTN auch eine bedeutende Rolle bei der retinalen Entwicklung zugeschrieben.
Dabei wurde festgestellt, dass NRTN Knockout Mause eine dinnere und abnormale

aul3ere plexiforme Schicht (OPL) mit veranderten synaptischen Verbindungen
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zwischen Photorezeptoren, Horizontal- und Bipolarzellen ausbilden als NRTN Wildtyp
Mause (Brantley et al. 2008). Daher soll NRTN die Differenzierung von Horizontal- und
Bipolarzellen stimulieren und die Bildung der &uf3eren plexiformen Schicht in der
Netzhaut fordern (Brantley et al. 2008; Wolf et al. 2008; Hoover et al. 2014).

Initial kommt es dabei in primaren Neuronen uber den Transmembranrezeptor RET
sowohl zur Aktivierung des MAPK, als auch des Phosphatidylinositol 3-Kinase (P13-K)
Signalwegs (Creedon et al. 1997; Wolf et al. 2008).

Derzeit wird NRTN als mdgliches therapeutisches Agens zur Behandlung
neurodegenerativer Erkrankungen, wie beispielsweise Morbus Parkinson, diskutiert,
da es ebenfalls einen protektiven Effekt auf dopaminerge Neuronen im Mittelhirn
aufweist (Marks et al. 2010; zusammengefasst in Lindholm et al. 2016; Axelsen und
Woldbye 2018). Allerdings konnten klinische Phase 2 Studien diesen therapeutischen
Ansatz noch nicht als wirksam belegen, da durch sehr starke Bindeaffinitdt von NRTN
an Heparansulfat-Proteoglykane in der EZM bzw. auf der Zelloberflache die Verteilung
von NRTN im sehr groR3flachigen Hirngewebe verhindert wird und es somit nur
kurzzeitig wirken kann (Hamilton et al. 2001; Bespalov et al. 2011; Runeberg-Roos et
al. 2016).

1.3 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von NRTN in der AMD-Pathogenese zu beleuchten.
Hierfir wurden verschiedene Modellsysteme, wie neuronale oder retinale Zelllinien,
eingesetzt. NRTN sollte diesen aufgereinigt oder durch heterologe Uberexpression
zugefihrt werden. Nach Uberpriifung der NRTN-Bindung an die Membranoberflachen
der jeweiligen Zelllinien sollte der Einfluss von NRTN auf die MAPK Aktivierung sowie
auf charakteristische Prozesse der AMD-Pathogenese wie Autophagie, neuronale
Viabilitdt und Differenzierung oder die Reaktion auf oxidativen Stress untersucht
werden. Gleichzeitig sollte die funktionelle Auswirkung des AMD-assoziierten

Polymorphismus rs79744308 auf die Funktion des NRTN-Proteins analysiert werden.
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Durch diese Arbeiten sollte das Verstandnis der initialen Pathomechanismen der AMD
vertieft werden. Diese Erkenntnisse konnten langfristig Ansatze fur therapeutische

Optionen liefern (z.B. Uber eine Regulation des MAPK Signalweges).
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2 Material

2.1 Zellen und Organismen

2.1.1 Escherichia coli (E. coli)

Tabelle 1: Aufgelistet ist der in dieser Arbeit verwendete Escherichia coli (E. coli) Stamm und

seine Quelle.

Stamm

Quelle

E.coli strain DH5a

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

2.1.2 Zelllinien

Tabelle 2: Aufgelistet ist die in der Arbeit verwendete Zelllinie, ihr Ursprungsorganismus, ihr
Ursprungszelltyp und ihre Quelle.

Zelllinie Ursprungsorganismus | Ursprungszelltyp Quelle
, ATCC; LGC
. retinale
ARPE-19 Homo sapiens Piamentepithelzellen Standards GmbH,
9 P Wesel, Deutschland
Freundlicherweise
zur Verfiigung
gestellt von Prof. Dr.
BV2 Mus musculus Mikroglia-Zellen Thomas Langmann,

Zentrum fur
Augenheilkunde,
Universititatsklinikum
Koln, Deutschland

Hek293 EBNA

Homo sapiens

embryonale
Nierenzellen

ATCC; LGC
Standards GmbH,
Wesel, Deutschland

GefaRendothelzellen

ATCC; LGC

HUVEC Homo sapiens der Standards GmbH,
Nabelschnurvene Wesel, Deutschland
Humane, aus Institut fur
pluripotenten Humangenetik,
hiPSC-RPE * Homo sapiens Stammzellen Universitat
induzierte RPE Regensburg,
Zellen Deutschland
ATCC; LGC
Weri-Rb1 Homo sapiens Retinoblastomzellen | Standards GmbH,
Wesel, Deutschland
ATCC; LGC
Y-79 Homo sapiens Retinoblastomzellen | Standards GmbH,

Wesel, Deutschland

* Die Generierung und Analyse der hiPSC-RPE-Zellen aus humanem Donor-Material wurden durch das
Ethikkomitee der Universitat Regensburg genehmigt (Referenz-Nr. 12-101-0241 und Amendment zu 12-101-0241)
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2.2 Oligonukleotide

Tabelle 3: Aufgelistet sind alle in der Arbeit verwendeten Primer, ihre 5'-3'-Sequenz und ihr

Verwendungszweck.
Primername 5’-3’-Sequenz Verwendungszweck
Sequenzierung von
BGH_R TAGAAGGCACAGTCGAGG bcDNA3 Konstrukten
hCD46-RT-F AATTTGTGTTGTCCCGTACAGA Tagman-Analyse
hCD46-RT-R TCTGTGGGTCTCATCAGTTAGG Tagman-Analyse
hFOS-gRT-F ACTACCACTCACCCGCAGAC Tagman-Analyse
hFOS-gRT-R CCAGGTCCGTGCAGAAGT Tagman-Analyse

hHPRT1-gRT-F

TGATAGATCCATTCCTATGACTGTAGA

Tagman-Analyse

hHPRT1-gRT-R

AAGACATTCTTTCCAGTTAAAGTTGAG

Tagman-Analyse

hp21-qRT-F TCACTGTCTTGTACCCTTGTGC Tagman-Analyse
hp21-qRT-R GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA Tagman-Analyse
hVEGF-gRT-F GCAGCTTGAGTTAAACGAACG Tagman-Analyse
hVEGF-gRT-R GGTTCCCGAAACCCTGAG Tagman-Analyse

NRTN_BamHI_F

GGATCCATGCAGCGCTGGAAGGCGGC
GGCC

Sequenzierung der
pcDNA3 und pcDNA4
Konstrukte

NRTN_Xhol_R

CTCGAGTCACACGCAGGCGCACTCGC
GCGC

Sequenzierung der
pcDNA3 und pcDNA4
Konstrukte

RT_pCAG_GFP_EG

Sequenzierung der

P E ACGTAAACGGCCACAAGTTC pcDNA3 und pcDNA4
- Konstrukte
T7 F TAATACGACTCACTATAGGG Sequenzierung von

pcDNA3 Konstrukten

2.3 Plasmide und Expressionskonstrukte

Tabelle 4: Aufgelistet sind alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide/ Expressionskonstrukte,
ihr Verwendungszweck und ihre Quelle.

Vektor

Verwendungszweck

Quelle

pcDNA3_GFP

Expression

Institut fir Humangenetik,
Universitat Regensburg

pcDNA3_NRTN:G

Klonierung; Expression von
NRTN:G

Institut fur Humangenetik,
Universitat Regensburg

pcDNA3_NRTN:A

Klonierung; Expression von
NRTN:A (protektive NRTN

Institut fur Humangenetik,
Universitat Regensburg

Variante)
) . Institut fur Humangenetik,
pcDNA3_Myc_NRTN:G EXxpression Universitit Regensburg
PCDNA3_Myc_ NRTN:A Expression Institut fur Humangenetik,

Universitat Regensburg

pcDNA4_GFP

Klonierung; Expression

Institut fur Humangenetik,
Universitat Regensburg
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pcDNA4_GFP_NRTN:G Expression iﬁjﬁ”e” im Rahmen dieser
pcDNA4_GFP_NRTN:A Expression gr%r;?t”e” im Rahmen dieser

2.4 Primare Antikorper

Tabelle 5: Aufgelistet sind alle in der Arbeit verwendeten primaren Antikérper, ihr Typ, ihre
Spezies, ihre Verdinnung, ihr Verwendungszweck und ihre Quelle.

I Verwen-
ggg;rc‘)rper Typ | Spezies Verdinnung dungs- Quelle
zweck
B-Aktin 1:10000 in Sigma-Aldrich, St.
(#A5441) MAK | Maus Milch wB Louis, MO, USA
(Calbiochem) Merck
Elastin pAK | Kaninchen | 1:200 in Milch WB Chemicals GmbH,
Schwalbach,
Deutschland
: Santa Cruz
GFP pAK | Kaninchen bﬁgﬁoo n wWB Biotechnology,
Dallas, TX, USA
Cell Signaling
LC3B (#4108) | pAK | Kaninchen | 1:1000 in BSA | WB Technologies,
Danvers, MA, USA
Cell Signaling
?gécl'l-)a?#zzm) mAK | Maus 1:1000 in Milch | WB Technologies,
Danvers, MA, USA
NRTN . ) . . MyBioSource, Inc.,
(#MBS420928) | PAK | Ziege 1:2000 in Milch | WB San Diego, CA, USA
NRTN . o MyBioSource, Inc.,
(#MBS420928) | PAK | Zlege 1:1000 in Milch | WB Sgn Diego, CA, USA
0-62 Cell Signaling
(SQSTM1) mAK | Kaninchen | 1:1000 in BSA | WB Technologies,
Danvers, MA, USA
p44/42 MAPK Cell Signaling
(Erk1/2) mAK | Kaninchen | 1:2000 in BSA | WB Technologies,
(137F5) Danvers, MA, USA
Phospho-
p44/42 MAPK
(Erk1/2) Cell Signaling
(Thr202/Tyr20 | mAK | Kaninchen | 1:2000 in Milch | WB Technologies,
4), Danvers, MA, USA
(D.13.14.4E)
XP®
pAK: polyklonaler Antikorper, mAK: monoklonaler Antikdrper, WB: Western Blot,

(#): Herstelleridentifikationsnummern angegeben, wenn vorhanden
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2.5 Sekundare Antikorper

Tabelle 6: Aufgelistet sind alle in der Arbeit verwendeten sekundaren Antikérper, ihre
Verdlnnung, ihr Verwendungszweck und ihre Quelle.

Antikorper Verdinnung Verwendungszweck | Quelle
E:r?i?lé?\gtrl; I9G (Calbipchem) Merck
Peroxidase- ! 1:10000 WB Chemicals GmbH,

. Schwalbach, Deutschland
Konjugat
Ziege Anti-Maus (Calbiochem) Merck
IgG, Peroxidase- 1:10000 WB Chemicals GmbH,
Konjugat Schwalbach, Deutschland
Ziege Anti-Ziege (Calbiochem) Merck
IgG, Peroxidase- 1:10000 WB Chemicals GmbH,
Konjugat Schwalbach, Deutschland

WB: Western Blot

2.6 Enzyme

Tabelle 7: Aufgelistet sind alle in der Arbeit verwendeten Enzyme und ihre Quelle.
Enzym Quelle
Bam-HI HF New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
GoTag® DNA Polymerase Promega Corporation, Madison, WI, USA
Hind I New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Hind Il HF New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Kpn | HF New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Not | New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Not | HF New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Psi | New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Stu | New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
T4-DNA Ligase New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Xho | New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Xmn | New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

2.7 Molekularmassenstandards

Tabelle 8: Aufgelistet sind alle in der Arbeit
Verwendungszweck und ihre Quelle.

verwendeten Molekularmassenstandards, ihr

Molekularmassenstandard

Verwendungszweck

Quelle

GeneRuler™ DNA Ladder
Mix

Molekularmassenstandard
fur die gelelektrophoretische
Auftrennung von DNA

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA
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PageRuler™ Prestained
Protein Ladder

Molekularmassenstandard
fur die gelelektrophoretische
Auftrennung von Proteinen

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

2.8 Kit-Systeme

Tabelle 9: Aufgelistet sind alle in der Arbeit verwendeten Kit-Systeme und ihre Quelle.

Kit-System

Quelle

BigDye Terminator v1.1, v3.1 Cycle
Sequencing Kit

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Clarity Max™ Western Blotting Substrate

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Clarity ™ Western Blotting Substrate

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Gibco™ N-2 Supplement (100x)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

GoTag® Long PCR Master Mix

Promega Corporation, Madison, WI, USA

Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

NucleoBond® XtraMidi

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,
Diren, Deutschland

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,
Duren, Deutschland

NucleoSpin® Plasmid

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,
Duren, Deutschland

Pierce™ Anti-c-Myc Agarose

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

P3000 Reagent

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

PureLink™ RNA Mini Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Random Hexamer Primer (100 uM)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

TransIT®-LT1 Transfektionsreagenz

Mirus Bio LLC, Madison, WI, USA

T-4 DNA Ligase Kit

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

2.9 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 10: Aufgelistet sind alle in der Arbeit verwendeten Chemikalien/ Reagenzien und ihre

Quelle.

Chemikalie

Quelle

1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-
diphenylformazan, MTT, C1gH17NsS

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)-Stain-
LOsung

Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl 3-D-
galactopyranoside, C14H15BrCINOg (X-Gal)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany
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Agarose (Biozym LE)

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Germany

Alexa Fluor ™488-conjugated peanut
agglutinin

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Ammoniak-Losung 25%, NH3

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Ammoniumperoxidisulfat (APS), (NH4)2S20s

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Ampicillin Natriumsalz, ClsH1sN3sNaO4S

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Bacto Agar

BD Bioscience, Heidelberg, Germany

Bacto Hefextrakt

BD Bioscience, Heidelberg, Germany

Bromphenolblau Natriumsalz,
ClgHgBI’4058Na

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Bovines Serumalbumin (BSA)

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

Calciumchlorid, CacCl,

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Chloroquin, C1gH26CIN3

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

cOmplete™ ULTRA Tablets, Mini,
EASYpack Protease Inhibitor Cocktalil

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Dako Eindeckmedium

Agilent, Santa Clara, CA, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO), C.HsOS

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

Genaxxon Bioscience, Ulm, Deutschland

Dithiothreitol, DTT

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Essigsaure (100 %), CoH4O>

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Ethanol 299,8 p.a, C;HsO

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ethidiumbromid-L6sung, 0,07 %,
C21H20BrNs

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamintetraacetat Dinatrium Dihydrat
Salz (EDTA), C10H14N2N8203*ZH20

(Titriplex) Merck Chemicals GmbH,
Schwalbach, Deutschland

Glutaraldehyd-Ldsung, 25 %, CsHsO>

Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Formaldehyd-L6sung, 37 %, CH.0

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Glycerin 99,5 %, C3HgO3

Chemikalienlager der Universitat
Regensburg

Glycin, CzHsNO,

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Glycerin 87 %, C3H803

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Hefeextrakt

Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, USA

HiDi™ Formamid, CH3zNO

Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Hydrogen peroxide, H.O-

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside,
CoH180sS (IPTG)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany

Isopropanol, CsHsO

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland
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Kaliumchlorid, KCI

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Kaliumdihydrogenphosophat, KH2PO.4

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Magnesiumchlorid, MgCl:

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Methanol, CH4O

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Milchpulver

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumacetat Trihydrat CH;COONa*H,O

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Germany

Natriumcarbonat, NaHCO3

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Germany

Natriumchlorid, NaCl

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat, NaH.PO,

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyl
sulfate — SDS) 299%, C1,H2sNa04S

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumthiosulfat Pentahydrat,
Na,S,03*5H,0

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Germany

Sodiumcarbonate, Na,COs

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Germany

Paraformyaldehyde, (CH.O)n (PFA)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Pepton

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Germany

PhosSTOP™ Phosphatase Inhibitor

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Rotiphorese Gel 40 % Acrylamid/
Bisacrylamid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Salzsaure rauchend 37 %, HCI

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

B-Mercaptoethanol, HSCH,CH>OH

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Tetramethylethylendiamin (TEMED),
(CH3)2NCH2CH2N(CHs),

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid 98%

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris),
NH2C(CH20H)3

Affymetrix, Santa Clara, USA

Tris-HCI

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Triton® X-100

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Trypton

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Tween® 20

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ziegenserum

Abcam, Cambridge, Vereinigtes Konigreich
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2.10 Puffer und Lésungen

Tabelle 11: Aufgelistet sind alle in der Arbeit verwendeten Puffer und Loésungen, ihre

Zusammensetzung und Menge.

Puffer/ Lésung Zusammensetzung Menge
Antikérper-Losung fur 1x TBS-T
Western Blot Milchpulver 5 % wliv
Blocklosung fur Western 1x TBS-T
Blot Milchpulver 5 % wiv
Bromphenolblau 0,01 % wi/v
E;‘érggl:‘f?gro'b'a“ DNA- Glycerin 87% 40 % viv
H-0O dest.
Chloroquin-Phosphat- Chloroquin-Phosphat 0,025 M
Lésung H>O dest.
NaCl 280 mM
KCI 10 mM
2x HBS Na;HPO4 1,5mM
HEPES 50 mM
H->0 dest.
KCI 500 mM
House Tag DNA Tris, pH 9,0 100 mM
Polymerase 10 x Puffer MgClz 15 mM
Triton X 1% viv
H>O dest.
Trypton 1 % wiv
Hefeextrakt 0,5 % wiv
Lysogeny Broth (LB) Agar NacCl 1 % wiv
Bacto-Agar 15 % wiv
H,0 dest.
Pepton 1 % wiv
. Hefeextrakt 0.5 % wiv
LB-Medium NaCl 1 % wiv
H,0 dest.
Bromphenolblau 0,01 % v/v
Tris-HCI pH 6,8 60 mM
N . B-Mercaptoethanol 5 % wl/v
Lammli-Puffer 5x SDS 2 06 WiV
Glycerin 10 % viv
H>O dest.
NaHPO4 78 mM
PB, pH 7,2 NaH2PO4 26 mM
H,O dest.
NacCl 137 mM
KCI 0,27 mM
PBS, pH 7,4 NaHPO4 10 mM
KH2PO4 1,8 mM
H->O dest.
. PFA 4 % wiv
PFA-LGsung PBS
PBS (1x)
Poly-L-Lysin-Lésung Poly-L-Lysin (10 mg/ml) 1% viv
Penicillin/Streptomycin 1% viv
Tris-HCI 0,25 mM
SDS-Laufpuffer, pH 8,6 Glycin 02 M
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SDS 1 % wiv

H>O dest.

Trypton 2 % wiv

Hefeextrakt 0,5 % wiv

NaCl 10 mM
SOC Medium KCI 2,5 mM

MgCl, 10 mM

Glukose 20 mM

H>O dest.

Tris 100 mM

Borsaure 100 mM
TBE, pH 8,0 EDTA 1mM

H>O dest.

Tris 50 mM
TBS, pH 7,5 NacCl 150 mM

H.O dest.

Tween® 20 0,1 % vl/v
TBS-T TBS

Glycin 190 mM
Towbin Tris 0,25 mM

Methanol 20 % v/v

H.O dest.

. N TritonX-100 1,5 % viv

TritonX-100-Lésung H,O dest.

2.11 Zellkulturmedien und Zuséatze

Tabelle 12: Aufgelistet sind alle in der Arbeit verwendeten Zellkulturmedien und Zuséatze und ihre

Quelle.

Medium/ Zusatz

Quelle

3-Mercaptoethanol, HSCH,CH,OH

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium)
F12

(Gibco) Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

DMEM High Glucose Medium (4,5 g/L)

(Gibco) Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Dulbecco‘s PBS

(Gibco) Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

EBM™-Plus Endothelial Cell Growth Basal
Medium-Plus

Lonza Group Ltd, Basel, Schweiz

EGM™-Plus Endothelial Cell Growth
Medium - Plus SingleQuot™ Kits and
Growth Supplements

Lonza Group Ltd, Basel, Schweiz

Ethylendiamintetraacetat Dinatrium Dihydrat
Salz (EDTA), C10H14N2Na208-2H20

(Titriplex) Merck Chemicals GmbH,
Schwalbach, Deutschland

Fetal Bovine Serum Gold (FBS)

(Gibco) Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Geneticin (G418)-Sulfat-Losung,
C20H40N4010*2H,S04

(Gibco) Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Gentamycin (50 mg/ml)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA
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Solution

Gibco™ MEM Non-Essential Amino Acids

(Gibco) Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Insulin (27 USP-Einheiten/mg)

(Gibco) Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

KnockOut™ DMEM

(Gibco) Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

KnockOut™ Serum Replacement

(Gibco) Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

L-Glutamin 200 mM (100x)

(Gibco) Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Nikotinamid, CsHsN2O, 10 mM

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

OptiMEM™ Medium

RPMI 1640 Medium

mg/ml), Pen/Strep

Penicillin (10.000 Units)/ Streptomycin (10

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Poly-L-Lysin Hydrobromid (10 mg/ml)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

RPMI 1640 Medium

(Gibco) Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Trypsin (0,5 %) - EDTA (0,2 %) 10 X in PBS

(PAA) GE Healthcare, Galfont St Giles,
Vereinigtes Kdnigreich

2.12 Verbrauchsmaterial

Tabelle 13: Aufgelistet sind alle in der Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien und ihre

Quelle.

Material

Quelle

6-Well Zellkultur-Platten

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

12-Well Zellkultur-Platten

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

24-Well Zellkultur-Platten

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland

CryoPure Gefal violett 1,6 ml

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

CombiTips —Eppendorf 5 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

CombiTips —Eppendorf 10 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Deckglaschen 10 mm

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Einwegpasteurpipetten 3ml

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Einbettschalchen

Polysciences Inc, Warrington, USA

Reaktionsgefafl 0,5 ml

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Reaktionsgefafl 1,5 ml

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Reaktionsgefaf 2,0 ml

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Falcontube 15 ml

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Falcontube 50 ml

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Filterspitzen 10 pl

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Filterspitzen 100 pl

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland
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Filterspitzen 1000 pl

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Gradientengele Mini-
PROTEAN® TGX™ Precast
Gels

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland

Handschuhe Nitril blau

Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland

Handschuhe Nitril griin

Kimberly-Clark Professional, Roswell, GA, USA

Kivetten

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

NEG 50TM
Gefrierschnittmedium

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Superfrost® Plus Objekttrager

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Petrischale (10 cm)

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen 10 ul

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Pipettenspitzen 100 pl

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Pipettenspitzen 1000 pl

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,
Deutschland

PVDF Membran

(Millipore) Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Ruhrfisch

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Reagenz-Reservoir 25ml

(Moonlab®) neoLab Migge GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Skalpell No 22

FEATHER® Safety Razor Co, Japan

Wageschalen

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Whatman Papier 3 mm

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Whatman® Nucleopore Track-
Etch Membrane

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland

Zellkulturflaschen T25, 10 ml

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Zellkulturflaschen T75, 30 ml

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Zellkulturschalen 10 cm

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Zellschaber

Orange Scientific, Braine-I'Alleud, Belgien

2.13 Laborgerate

Tabelle 14: Aufgelistet sind alle in der Arbeit verwendeten Laborgerate und ihre Quelle.

Laborgeréte

Quelle

Abzug

Wesemann GmbH — Zentrale, Syk, Deutschland

Autoklav V-150

Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland

Axio Imager 2 Confocal-Mikroskop

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Bunsenbrenner Gasprofil

WLD Tec, Géttingen, Deutschland

Duomax 1030 Rocking Platform

Shaker

Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach,
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Eismaschine AF 100

Scotsman, VerNicht Hills, IL, USA

Farbekammer, ABS Deckel

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Feinwaage Explorer

OHAUS, Nanikon, Schweiz

Glasflaschen

DWK Life Sciences GmbH, Wertheim/Main,
Deutschland

Gelelektrophoreseapparatur Mini
PROTEAN 3

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Gelkammer Blue Marine200

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Glaspipetten

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland

Inkubator Zellen 37 °C

Kendro Lab Products, Langenselbold, Deutschland

Kaltemikrotom Leica CM1850

Leica, Solmis, Deutschland

Mikrowelle KOR-6D07

Daewoo, Seoul, Korea

Milli-Q-Synthesis
Reinstwasseranlage

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, Deutschland
(Millipore)

Leica TCS SP5 konfokales
Fluoreszenzmikroskop

Leica GmbH, Wetzlar, Deutschland

NanoDrop® ND1000
Spektrophotometer

NanoDrop, Wilmington, DE, USA

Netzgerat Blue Power 500

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Nikon Eclipse TE2000-S, inverses
Epifluoreszenzmikroskop

Nikon Corporation, Chiyoda, Tokio, Japan

Odyssey Fc Imager

LI-COR Biosciences GmbH, Lincoln, NE, USA

pH Meter Lab 850

S| Analytics GmbH, Mainz, Deutschland

Pipettierhilfe accu-jet

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland

QuantStudio™ 5 Real-Time PCR
System, 384-Well

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Rotator RS-24

Biosan, Riga, Lettland

RM5 Rollschittler

(Assistent®) Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH &
Co KG, Sondheim/Rhon, Deutschland

RS-TRS5 Rollenmischer (fur
Falcontubes)

Phoenix Instrument, Garbsen, Deutschland

Schuttelinkubator Certomat R

B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen,
Deutschland

SDS-PAGE Platten 1,5mm

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

SDS-PAGE Platten Mini Protean
System Short Plates

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Sterilbank

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Tecan Spark®

Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz

Thermocycler peqSTAR

VWR International Germany GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Thermomixer compact

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Trans-Blot® Turbo™ Transfer
System

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Transferpipette ® 10 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Transferpipette ® 100 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Transferpipette ® 1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Transilluminator UST-30_M-8R

BioView Ltd., Billerica, MA, USA

Ultraschallgerat Vibra Cell VCX400

Sonics Materials, Newtown, CT, USA

Vakuumpumpe MZ 2 C

Vacuubrand GmbH, Wertheim, Deutschland

Vortex Genie2

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA

Waage

SCALTEC Instruments GmbH, Heiligenstadt,
Deutschland

Wasserbad W12

Labortechnik Medingen, Arnsdorf, Deutschland

Wasserdestilliergeréat

GFL GmbH, Burgwedel, Deutschland

Werkbank Heraguard

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Zentrifuge Biofuge pico
(Tischzentrifuge)

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Zentrifuge Biofuge fresco
(Tischzentrifuge)

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Zentrifuge Megafuge 1.0R
(Kdhlzentrifuge Falcontube)

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Zentrifuge Sigma 2-5 (Falcontube)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

2.14 Software

Tabelle 15: Aufgelistet sind alle in der Arbeit verwendeten Software-Programme und ihre Quelle.

Software

Quelle

Amber03 force field (Assisted
Model Building with Energy
Refinement)

Amber Software Administrator, University of
California, San Francisco, CA, USA

ApE - A Plasmid Editor

M.Wayne Davis, Department of Biology, University
of Utah, UT, USA

AxioVision LE 4.8

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

CorelDRAW Graphicsuite X8

Corel Corporation, Ottawa, Ontario, Kanada

Corel PHOTO-PAINT

Corel Corporation, Ottawa, Ontario, Kanada

GROMACS (Groningen Machine
for Chemical Simulations), Version
5.1.2

KTH Stockholm, Universitat Uppsala, Uppsala,
Schweden

Imaged

Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA

Image Studio

LI-COR Biosciences GmbH, Lincoln, NE, USA

Microsoft Office

Microsoft Cooperation, Redmond, WA, USA

MOLE 2, Version 2.13.9.6

National Center for Biomolecular Research, Masaryk
Universitat, Briinn, Tschechien

Photoshop Elements

Adobe Systems GmbH, Miinchen, Deutschland

PyMOL

DeLano Scientific LLC, Portland, OR, USA

SigmaPlot Version12.5

Systat Software, San Jose, CA, USA
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3 Methoden

3.1 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

3.1.1 Hek293 EBNA

Die Kultivierung der Zelllinie Hek293 EBNA erfolgte in DMEM High Glucose Medium
in 10 cm Zellkulturschalen. Zuséatze im Medium waren 10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v)
Penicillin/Streptomycin (aus einer 5 mg/ml Losung) und 1 % (v/v) G418-Sulfat (aus

einer 50 mg/ml Losung).

Die adharent wachsenden Hek293 EBNA Zellen wurden zweimal wéchentlich im
Verhaltnis 1:10 gesplittet. Dabei wurde das alte Medium von einer voll bewachsenen
Schale (80 — 90 % Konfluenz) abgenommen und die Platte mit 10 ml frischem Medium
versetzt. Durch Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen vorsichtig von der Platte
geldst. Anschlielend wurde 1 ml dieser Zellsuspension entnommen und zu 9 mi
frischem Medium in eine neue 10 cm Zellkulturschale gegeben. Durch leichtes
Schwenken wurde die Zellsuspension vermischt und danach im Inkubator bei
konstanter Temperatur von 37°C und konstantem CO,-Gehalt von 5 % zur Kultivierung
aufbewahrt. Alle zwei Tage wurden sowohl Zustand als auch Wachstum der Zellen

unter dem Mikroskop beurteilt.

3.1.2 ARPE-19

Die Kultivierung der adharent wachsenden Zelllinie ARPE-19 erfolgte in DMEM/F-12
(1:1) Medium in 10 cm Zellkulturschalen. Zusatze im Medium waren 10 % (v/v) FCS

und 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin.

Die ARPE-19 Zellen wurden einmal woéchentlich im Verhéltnis 1:3 gesplittet. Dabel
wurde das alte Medium einer voll bewachsenen Schale (80 — 90 % Konfluenz)
abgenommen und 3 ml Trypsin-Losung (5 ml 10x Trypsin - EDTA in 45 ml PBS)
hinzugegeben. Nach 3 Minuten Inkubation bei 37°C wurden die Zellen unter dem
Mikroskop auf den Ubergang von einer fusiformen zu einer runden Form beurteilt.
Anschliel3end wurden 7 ml frisches Medium auf die Zellkulturschale gegeben und die
Zellen aufgrund ihrer starken Adhasion an den Schalenboden mit einem kleinen Spatel

vorsichtig von der Platte geldst. Diese Zellsuspension wurde anschlie3end in ein
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15 ml Falcontube Uberfuhrt und fir 3 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert (Zentrifuge
Sigma 2-5). Nach Zentrifugation folgte das Absaugen des Uberstandes und
Resuspension des Pellet in 12 ml frischem Medium. In neuen Zellkulturschalen wurden
je 6 ml DMEM/F-12 vorgelegt und mit 4 ml der Zellsuspension auf 10 ml Endvolumen
aufgefullt. Die Zellkulturschalen wurden leicht geschwenkt und anschlieBend in den
37°C Inkubator zur Kultivierung gestellt. Alle zwei Tage wurden sowohl Zustand als

auch Wachstum der Zellen mithilfe von Mikroskopie beurteilt.

3.1.3 Weri-Rb1 und Y-79

Die Kultivierung der Zelllinien Weri-Rb1 und Y-79 erfolgte in RPMI 1640 Medium mit
Zusatz von 10 % (v/v) FCS und 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin.

Die Suspensionszelllinien Weri-Rb1l und Y-79 wurden zweimal wochentlich im
Verhaltnis 1:3 passagiert. Dabei wurde die Zellsuspension einer gut bewachsenen
10 ml Zellkulturflasche durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Neue 10 ml
Zellkulturflaschen wurden mit je 7 ml frischem Medium beflllt. Anschlie3end wurden
3 ml Zellsuspension in die neuen Flaschen pipettiert, sodass ein Endvolumen von 10
ml entstand. Ein Durchmischen von Zellen und Flussigkeit erfolgte durch leichtes
Schwenken. Im Anschluss wurden die Zellen bei 37°C kultiviert. Alle 2 Tage wurden

sowohl Zustand als auch Wachstum der Zellen unter dem Mikroskop beurteilt.

3.1.4 BV2

Die Kultivierung der adharent wachsenden BV2 Zelllinie erfolgte in DMEM/F-12 (1:1)
Medium, versetzt mit 5 % (v/v) FCS und 0,01 % [-Mercaptoethanol.

Die Zellen wurden nach dem Auftauen in eine T75 Zellkulturflasche in 30 ml des oben
genannten Mediums ausgesat. Bei einer Konfluenz der BV2 Zellen von circa
80 — 90 % wurden diese in T25 Zellkulturflaschen im Verhéltnis 1:12 passagiert. Dazu
wurde zunachst das urspriingliche Medium abgesaugt und 10 ml 0,3 mM EDTA in PBS
(30 ul 0,5M EDTA und 50 ml PBS) dazugegeben. Nach einer Inkubationszeit von circa
20 Minuten bei Raumtemperatur wurden die abgeldsten Zellen resuspendiert, in ein
15 ml Falcontube gegeben und bei 1000 rpm fur 5 Minuten abzentrifugiert (Zentrifuge

Sigma 2-5). AnschlieRend wurden die Zellen mit 10 ml 1x PBS gewaschen und noch
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einmal bei denselben Einstellungen wie zuvor zentrifugiert. Es wurden 12 ml des
Mediums auf die Zellen gegeben, diese resuspendiert und je 1 ml der Suspension in
eine T25 Zellkulturflasche mit 9 ml Medium pipettiert. Die BV2 Zellen wurden bei 37°C
kultiviert. Alle zwei Tage wurden sowohl Zustand als auch Wachstum der Zellen unter

dem Mikroskop beurteilt.

3.1.5 HUVEC

Die Kultivierung der adharent wachsenden HUVEC Zelllinie erfolgte in EBM ™-Plus
Medium mit den Zusatzen L-Glutamin (25 ml), FCS (10 ml), Ascorbins&ure (0,5 ml)
rhEGF (0,5 ml), Hydrocortison (0,5 ml), Heparin (0,5 ml) und BBE (1,0 ml) aus dem
EGM™-Plus Endothelial Cell Growth Medium - Plus SingleQuot™ Kits and Growth

Supplements.

Nach dem Auftauen wurden die Zellen in eine T75 Zellkulturflasche mit 40 ml des oben
beschriebenen Mediums gegeben und Uber Nacht unter sterilen Bedingungen bei
37°C und 5 % COz2 inkubiert. Am néchsten Tag wurde das Medium entfernt und die
Zellen mit 10 ml frischem Kultivierungsmedium gewaschen. Nachdem dieses Medium
abgesaugt wurde, erfolgte die Zugabe von 20 ml frischem Medium. Zur weiteren
Kultivierung nach 3 Tagen wurde das verbrauchte Medium entfernt und 10 ml einer
Trypsin-Losung (5 ml 10x Trypsin - EDTA in 45 ml PBS) zu den Zellen pipettiert. Unter
dem Mikroskop wurde kontrolliert, wann die Zellen sich vom Boden abldsten und zu
einer runden Form konvertierten. Nach leichtem Schwenken zur vollstadndigen
Ablésung der Zellen, wurden 5 ml Trypsin-Neutralisierungsldsung hinzugegeben
(20 ml FCS in 40 ml PBS) und in ein 50 ml Falcontube tberfihrt. Im Anschluss folge
eine Zentrifugation (Zentrifuge Sigma 2-5) bei 1200 rpm fir 5 Minuten und der
Uberstand wurde entfernt. Das Pellet wurde in 5 ml Kultivierungsmedium
resuspendiert und die Zellen anschlielRend mit einer Konzentration von 5000 Zellen
pro cm? in T25 Zellkulturflaschen ausgesat. Mit frischem Medium wurde auf ein
Gesamtvolumen von 10 ml aufgefullt. Die Kultivierung dieser Zellen wurde am Institut
fur Humangenetik von Lisa Parakenings durchgefiihrt und die Zellen fur Versuche zur

Verfligung gestellt.
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3.1.6 Aus induzierten pluripotenten Stammzellen differenzierte RPE-Zellen
(hiPSC-RPE)

Am Institut fir Humangenetik wurden aus Fibroblasten hiPSC-RPE Zellen gewonnen,
indem zund&chst eine Reprogrammierung der Fibroblasten zu hiPSC Zellen stattfand
(Brandl et al. 2014). Diese Zellen wurden anschlieRend, ebenfalls nach dem Protokoll
von Brandl und Kollegen (Brandl et al. 2014), in RPE-Zellen ausdifferenziert, auf
Matrigel kultiviert und auf Transwell Filter in eine 12 Well-Platte passagiert. Diese
Vorarbeiten wurden von Nico Hertel am Institut fir Humangenetik durchgefuhrt. Die
weitere Kultivierung der hiPSC-RPE Zellen fand in KnockOut™ DMEM Medium mit
2 mM L-Glutamin, 5 % (v/v) KnockOut™ Serum Replacement, 0,1 mM Gibco™ MEM
Non-Essential Amino Acids Solution, 0,1 mM B-Mercaptoethanol, 5 pg/ml Gentamycin
und 10 mM Nicotinamid statt. Alle zwei Tage wurde zunachst eine mikroskopische
Kontrolle der Zellen durchgefihrt. Im Anschluss wurde das gebrauchte Medium auf
dem Filter und im Well abgenommen und durch frisches Kultivierungsmedium ersetzt.
Die Kultivierung fand bei 37°C Temperatur und 5 % CO2 statt.

3.2 Heterologe Proteinexpression in Hek293 EBNA

3.2.1 Calciumphosphat Transfektion

Hek293 EBNA Zellen wurden mit der Calciumphosphat Methode transfiziert. Am
Vortag der Transfektion wurden 10 cm Zellkulturschalen 1 Stunde lang mit 5 ml einer
Poly-L-Lysin-Lésung bei 37°C im Inkubator beschichtet. AnschlieBend wurde das
Poly-L-Lysin abgenommen und durch 5 ml PBS ersetzt. Durch mehrmaliges
Schwenken wurde die restliche Lésung heruntergewaschen. Dann wurde die leere,
beschichtete Zellkulturschale im Kuhlschrank bis zur Verwendung aufbewahrt.

Fur die Transfektion wurden Hek293 EBNA Zellen mit einer Konfluenz von ca. 70 % in
einer 10 cm Schale verwendet. Diese wurden am Tag vor der Transfektion im
Verhdltnis 1:3 auf die Poly-L-Lysin beschichtete Zellkulturschale gesplittet. Dazu
wurde das alte Medium von der bewachsenen Schale entnommen und durch 10 ml
frisches DMEM Medium ersetzt. Durch Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen von

der Schale gel6st. Die Poly-L-Lysin beschichteten Schalen mit 7 ml DMEM Medium
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wurden mit 3 ml der Zellsuspension auf 10 ml aufgefillt und Gber Nacht im 37°C

Inkubator kultiviert.

Am Tag der Transfektion wurde zunachst das Medium durch 10 ml DMEM (ohne
G418-Zusatz) und 10 pl Chloroquin (aus einer 25 mM Stammlésung) ersetzt. Nach
einer Inkubationszeit von 1 Stunde bei 37°C wurde das Medium durch 10 ml des
ursprunglichen DMEM Mediums ausgetauscht und 1 ml des Transfektionsansatzes
zugegeben. Dieser bestand aus 20 ug DNA in 438 ul steriiem H,O mit 62 pl
Calciumchlorid, welcher nach kurzem Vortexen mit 500 yl 2xHBS unterschichtet und
durch mehrmaliges Durchblubbern vermischt wurde. Nach 10 - 15 Minuten
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde der Transfektionsansatz tropfchenweise
unter Schwenken auf die Schale getraufelt. Nach einer Inkubationszeit von 7 Stunden
bei 37°C erfolgte ein erneuter Mediumwechsel zu FCS-freiem DMEM Medium. Die
transfizierten Zellen wurden dann fur 5 Tage im 37°C Inkubator kultiviert, worauf Zellen

und Uberstand geerntet wurden.

3.2.2 Ernte von Zellen und Uberstand nach Calciumphosphat Transfektion

5 Tage nach der Calciumphosphat Transfektion wurden Zellpellet und Uberstand
geerntet. Dazu wurden die 10 ml Mediumuberstand aus der Zellkulturschale zunachst
in ein 15 ml Falcontube uUberfihrt und bei 700 rpm flr 5 Minuten zentrifugiert
(Zentrifuge Megafuge 1.0R). Der daraus entstandene Uberstand wurde bei -20°C im
Gefrierschrank aufbewahrt. Zur Ernte der Hek293 EBNA Zellen wurde die Schale mit
10 ml 1xPBS gefullt, die Zellen wurden vorsichtig mit einem Zellschaber vom Boden
abgeloést und in ein 15 ml Falcontube Uberfuhrt. Als néchstes folgte ein
Zentrifugationschritt bei 1000 rpm fur 3 Minuten (Zentrifuge Megafuge 1.0R). Nach
Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen in 500 yl PBS gelést, in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal’ Uberfiihrt und erneut 3 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert (Zentrifuge
Biofuge fresco). Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in 800 ul PBS gel6st und
bei 38 % Amplitude sonifiziert. Zum Schluss wurden 200 ul Lammli-Puffer zugegeben
und das Pellet bei -20°C eingefroren.
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3.2.3 Transfektion mit dem Mirus Bio™ TransIT®-LT1 Transfektionsreagenz

Am Vortag der Transfektion wurden Hek293 EBNA Zellen (1:18 einer mit 70 — 80 %
Konfluenz gut bewachsenen 10 cm Zellkulturschale) auf 6-Well-Platten passagiert.
Dabei wurde das alte Medium einer Zellkulturschale abgenommen und durch 18 ml
frisches DMEM Medium ersetzt. Durch Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen vom
Boden geldst und anschlieBend 1 ml dieser Zellsuspension in jedes Well Uberflhrt.
Dazu wurde noch je 2 ml DMEM Medium zugegeben. Daraufhin wurden die Zellen
uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Am Tag der Transfektion wurde ein Transfektionsansatz vorbereitet, der aus 250 pl
FCS-freiem DMEM Medium, 2,5 uyl der DNA (1 pg/pl) und 7,5 pl des TransIT®-LT1
Transfektionsreagenzes bestand. Dieser Ansatz wurde 15 - 30 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert.

Das Medium der am Vortag in 6-Well-Platten ausgesaten Hek293 EBNA Zellen wurde
durch 3 ml frisches, FCS-freies DMEM Medium ersetzt und im Anschluss der

Transfektionsansatz trépfchenweise dazugegeben.

Zellen, Uberstand und EZM wurden nach 3 Tagen geerntet.

3.2.4 Ernte von Zellen, Uberstand und EZM nach Transfektion mit dem Mirus

Bio™ TransIT®-LT1 Transfektionsreagenz

Zu Beginn wurde der Mediumuberstand abgenommen, in 1,5 ml Reaktionsgefal3e
uberfuhrt und bei 2000 rpm fur 3 Minuten zentrifugiert (Zentrifuge Biofuge fresco). Der
daraus entstandene Uberstand wurde in 1,5 ml ReaktionsgefaRen eingefroren.

Zur Ernte der Zellen wurden zunéchst 300 ul PBS in jedes Well gegeben und die Zellen
durch leichtes Schwenken vom Boden geldst. Diese Zellsuspension wurde in ein
1,5 ml Reaktionsgefal3 gegeben und bei 2000 rpm fur 3 Minuten zentrifugiert
(Zentrifuge Biofuge fresco). Der Uberstand wurde entfernt und es erfolgte ein erneuter
Waschschritt mit 200 ul PBS mit Zentrifugation fir 3 Minuten bei 2000 rpm. Das Pellet
wurde dann in 200 ul PBS resuspendiert, 15 - 20 Sekunden bei 38 % Amplitude
sonifiziert und danach mit 50 pl 5x LA&mmli Puffer fur 3 Minuten auf 93°C aufgekocht.
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Die Gewinnung der EZM fand nach dem Protokoll von Hellewell und Kollegen statt
(Hellewell et al. 2017). Dazu wurden 200 pl Ammoniumhydroxid (NH4OH) in die Wells
gegeben, um restliche, an der EZM anhaftende Zellen zu lysieren. Nach einer 5-
mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur mit intermittierendem, leichtem Schwenken
der Zellkulturschale wurde das Zelllysat abgenommen. Es folgten mindestens 5
Waschschritte der EZM mit je 1 ml de-ionisiertem H20. Durch Mikroskopie wurde
sichergestellt, dass sich keine Zellen mehr auf dem Boden der Wells befanden. Die
Flissigkeit wurde abgenommen, sodass die Wells vollstdndig trocken waren.
Anschlieend wurde ein Gemisch aus 1x LAmmli und 100 mM DTT angesetzt, 2
Minuten bei 95°C erhitzt und davon je 50 pl in jedes Well pipettiert. Mit einem
Zellschaber wurde die EZM vorsichtig vom Boden abgel6st und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal} tberfiihrt. Die Proben wurden bei 93°C fur 3 Minuten aufgekocht.

3.3 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Fur die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurden SDS-Polyacrylamid-
Gele hergestellt, die sich aus 12,5 %-igem Trenngel und 3 %-igem Sammelgel

zusammensetzen.

Tabelle 16: Aufgelistet sind die Zusammensetzungen des SDS-Trenngels mit 12,5 % und des
SDS-Sammelgels mit 3 %.

Komponente Trenngel (12,5 %) Sammelgel (3 %)
1M Tris/HCI, pH 6,8 - 2,76 ml

1M Tris/HCI, pH 8,8 3,83 ml -

H,O dest 3,045 ml 1,69 mi
Acrylamid-Lésung (40%) 3,125 ml 0,55 ml

20% SDS 100 pl 50 pl

10% APS 100 ul 50 ul

TEMED 10 l 5 ul

Fur die in dieser Arbeit durchgeflihrten Western-Blot Analysen wurden 1,5 mm dicke

Gele verwendet.

Die aufzutragenden Proben wurden zundchst mit 5x Lammli-Puffer versetzt und fur
3 Minuten bei 93°C aufgekocht. Als Molekularmassenstandard wurden 3,5 pl des
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (10 - 180 kDa, Thermo Fisher Scientific) auf
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das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 50 V, bis die
Proben das Sammelgel durchlaufen hatten, darauf wurde die Spannung auf 150 V
erhoht.

3.4 Western Blot — Semi Dry Verfahren

Im Anschluss an die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden die Proteine
mittels Semi-Dry Verfahren auf eine PVDF-Membran geblottet. Diese wurde zunachst
30 Sekunden lang in Methanol aktiviert und danach zusammen mit zwei 3 mm dicken
Whatman-Papieren in 1x Towbin-Puffer gelegt. Im Trans-Blot®Turbo™Transfer
System von Bio-Rad erfolgte der Transfer vom Gel auf die Membran bei 24 V in 25
(bei NRTN) oder 40 Minuten. Die Membran wurde in 5 %-iger Milchpulverlésung bei
Raumtemperatur fir mindestens 1 Stunde unter leichtem Schwenken blockiert und
anschlielend tber Nacht bei 4°C mit dem prim&ren Antikdrper inkubiert.

Am nachsten Tag erfolgten zunachst 3 Waschschritte mit TBS-T und jeweils 5 Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur auf dem Schdittler. Im Anschluss wurde der sekundare
Antikorper auf die Membran gegeben und fur mindestens 1 Stunde bei
Raumtemperatur auf dem Schittler inkubiert. Danach wiederholte sich der 3-malige
Waschschritt mit TBS-T.

Die Membran wurde mit Clarity™ Western Blotting Substrate oder bei schwécheren
Signalen mit dem Clarity Max™ Western Blotting Substrate befeuchtet und
anschlieBend die Bilder im Odyssey Fc Imager von LI-COR Biosciences GmbH
entwickelt.

3.5 Aufreinigung von Myc-getagten NRTN-Varianten

Um Myc-getagte NRTN-Proteine aufzureinigen, wurden je NRTN-Variante 250 pl
Pierce™ Anti-c-Myc Agarose Beads in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 gegeben. Nach
einem Zentrifugationsschritt bei 12.000 rpm (Zentrifuge Biofuge fresco) fur 30
Sekunden und Abnahme des Uberstandes wurden die Beads mit 100 pl TBS
gewaschen und erneut bei 12000 rpm fur 30 Sekunden zentrifugiert. Die Beads
wurden zusammen mit 10 ml Mediumiberstand, in welchen die Myc-getagten NRTN-
Varianten nach Calciumphosphat-Transfektion von Hek293 EBNA Zellen sezerniert
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worden waren, in ein 15 ml Falcontube pipettiert und tber Nacht im Kuhlraum bei 4°C

invertiert.

Am nachsten Tag wurde die Suspension fur 3 Minuten bei 4°C und 4000 rpm in der
Zentrifuge Megafuge 1.0R zentrifugiert. Die pelletierten Beads wurden in 500 pl
TBS-T (0,05 %) geldst, in 1,5 ml Reaktionsgefal3e Uberflhrt und bei 12.000 rpm fir 30
Sekunden zentrifugiert (Zentrifuge Biofuge fresco). Dieser Waschschritt wurde
zweimal wiederholt. Nach Abnahme der Waschuberstande wurden die gebundenen
Proteine eluiert. Dazu wurden 100 pl c-Myc Peptid zu den Beads zugegeben, 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und erneut bei 12000 rpm fur 30 Sekunden
abzentrifugiert. Der Uberstand, in welchem sich die aufgereinigten Proteine befanden,
wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefald aufbewahrt. Dieser Elutionsschritt wurde ein
zweites Mal mit 100 ul c-Myc Peptid wiederholt. Die beiden Eluate wurden vereinigt

und einer Western Blot Analyse unterzogen.

3.6 Klonierung eines Dbicistronischen  Expressionsvektors  mit
Expressionskassetten fur NRTN und dem Green Fluorescent Protein
(GFP)

Im Zuge dieser Arbeit wurden neue Expressionsvektoren fir die nicht-protektive und
die protektive Variante des NRTN generiert, die zusatzlich zur NRTN-
Expressionskassette noch eine GFP-Expressionskassette enthalten sollten. Die
dadurch von einem Vektor ausgehende, bicistronische Expression von NRTN und
GFP sollte bei heterologer NRTN-Expression die Ermittlung der Transfektionseffizienz

(durch gleichzeitige GFP-Expression) erméglichen.

Als Zielvektor wurde ein pcDNA4-Plasmid verwendet, in welches schon zuvor am
Institut fur Humangenetik in Regensburg die kodierende Sequenz fur GFP kloniert
worden war (pcDNA4_GFP).

Die NRTN-Expressionskassetten wurden (mitsamt eigenem Promotor und eigener
Polyadenylierungsstelle fur die Expression der NRTN-Varianten) Uber zwei Blunt-End
Endonukleasen aus pcDNA3-Vektoren herausgeschnitten, in welche bereits zuvor am

Institut fur Humangenetik in Regensburg die kodierenden Sequenzen fir NRTN der
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nicht-protektiven (,NRTN:G®) und der protektiven Variante (,NRTN:A“) generiert

worden waren.

Die NRTN-Expressionskassetten wurden in pcDNA4_GFP ligiert, welcher ebenfalls

mit einer Blunt-End Endonuklease verdaut worden war.

3.6.1 Gewinnung der NRTN-Expressionskassetten durch Exzision aus
pcDNA3_NRTN:G oder pcDNA3_NRTN:A

Um NRTN-Expressionskassetten zu generieren, wurden pcDNA3_NRTN:G oder
pcDNA3_NRTN:A Plasmide mit den Restriktionsenzymen Xmn | und Nru | verdaut.
Diese beiden Restriktionsendonukleasen erzeugen beim Schneiden der DNA Blunt-
Ends. Die Zusammensetzung des Ansatzes ist in Tabelle 17 angegeben. Der
Reaktionsansatz wurde tber Nacht bei 37°C inkubiert.

Durch den Verdau der pcDNA3_NRTN Vektoren mit Xmn | und Nru | wurden diese in
drei Sticke mit 3400 bp, 2100 bp und 500 bp geschnitten. Das Stiick, das die NRTN-
Expressionskassette beinhaltete, war 2100 bp grol3, die anderen beiden Fragmente

stellten die Reste des urspringlichen Expressionsplasmids pcDNA3 dar.

Tabelle 17: Angegeben ist die Zusammensetzung des pcDNA3 _NRTN Verdauansatzes mit
Xmn | und Nru I.

Substanz Menge
pcDNA3_NRTN:G/_NRTN:A 3 ug (= 3 ul bei 1ug/ul)
Xmn | 1l

Nru | 1l

Cut Smart Puffer 1l

Millipore H20 4 ul

3.6.2 Agarose-Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese wurde zunéchst ein 1 %iges Agarose-Gel hergestellt, das
sich aus 1,5 g Agarosepulver, 150 ml TBE Puffer und 2 Tropfen Ethidiumbromid-
Losung zusammensetzte. Daraufhin wurden die 10 ul des Verdauansatzes mit 5 pl
Bromphenolblau DNA-Ladepuffer versetzt, auf das Gel geladen und bei circa 100 V

aufgetrennt.

40



Methoden

Im Anschluss wurden die aufgetrennten DNA-Banden im Transilluminator UST-30_M-

8R unter UV-Licht visualisiert.

3.6.3 Gelaufreinigung von DNA-Fragmenten

Die 2100 bp grol3en Fragmente, welche die NRTN-Expressionskassetten enthielten,
wurden mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten und in ein 1,5 mi
Reaktionsgefal tberfuhrt. Die Aufreinigung der DNA-Fragmente aus dem Gel erfolgte
mithilfe des Kit-Systems NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up der MACHEREY-
NAGEL GmbH und Co. KG.

In jedes Reaktionsgefald wurde, pro 1 g des ausgeschnittenen Gels, 1 ml NT1 Puffer
zugegeben und das Gemisch fur 5 - 10 Minuten bei 50°C auf dem Thermomixer
compact inkubiert, bis sich das Gelstick im Gefal3 aufloste. Die Losung wurde danach
auf die im Kit beigelegten Filter pipettiert und fir 30 Sekunden bei 12.000 rpm
zentrifugiert (Zentrifuge Biofuge fresco). Nach Entfernen des Uberstandes und Zugabe
von 700 pl NT3 Puffer auf den Filter fand eine erneute Zentrifugation bei gleichen
Einstellungen statt. AnschlieRend wurde der Uberstand wieder verworfen und das
Filtergefal3 nochmal zentrifugiert und getrocknet. Als letzter Schritt folgte die Elution
des Inserts in 25 ul Millipore H,O mit einer Inkubation bei Raumtemperatur fir 1 Minute,
gefolgt von einer Zentrifugation bei 12.000 rpm fir 1 Minute. Die Konzentration des

Inserts wurde im Anschluss im NanoDrop® ND1000 Spektrophotometer gemessen.

3.6.4 Phosphorylierung der eluierten NRTN-Expressionskassette

Um die Ligation der NRTN-Expressionskassette mit dem Zielvektor zu verbessern,
wurde diese zuvor phosphoryliert. Die Phosphorylierung der eluierten NRTN-
Expressionskassette erfolgte mit der T4 Polynukleotid Kinase. Der Ansatz wurde, wie
in Tabelle 18 angegeben, zusammen pipettiert und zunachst bei 37°C 1 Stunde lang

inkubiert. Danach fand bei 65°C eine 20-minutige Hitzeinaktivierung statt.

Tabelle 18: Angegeben ist die Zusammensetzung des Phosphorylierungs-Ansatzes.

Substanz Menge
Eluierte NRTN-Expressionskassette 5l
T4 Polynukleotid Kinase 1u
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10x Polynukleotid Kinase Puffer 1l
ATP 100 pM 1u
Millipore H>0 2ul

3.6.5 Offnung des Zielvektors pcDNA4_GFP

Der Verdau des Zielvektors pcDNA4_GFP erfolgte mit dem Restriktionsenzym Nru |.
Die Zusammensetzung des Ansatzes ist in Tabelle 19 angegeben. Dieser

Restriktionsansatz wurde tUber Nacht bei 37°C inkubiert.

Der Zielvektor wurde mit Nru | lediglich an einer Stelle geschnitten und somit nur

geoffnet.

Tabelle 19: Angegeben ist die Zusammensetzung des Zielvektor-Verdauansatzes mit Nru |.

Substanz Menge

pcDNA4_GFP 3 pg (= 6 pl bei 516 ng/ul)
Nru | 1l

NEBuffer 3.1 1l

Millipore H.O 2 ul

Im Anschluss daran erfolgte, wie oben beim Insert beschrieben, die Agarose-

Gelelektrophorese und Gelaufreinigung des Vektors.

3.6.6 Dephosphorylierung des Vektors

Um die Religation des Zielvektors zu verhindern, wurden die durch den Verdau
entstandenen Blunt-Ends mithilfe der Antarktischen Phosphatase dephosphoryliert
(Ansatz siehe Tabelle 20). Die Inkubationszeit betrug 1 Stunde bei 37°C, anschlieRend

wurde die Antarktische Phosphatase fir 20 Minuten bei 75°C hitzeinaktiviert.

Tabelle 20: Angegeben ist die Zusammensetzung des Dephosphorylierungsansatzes.

Substanz Menge

pcDNA4_GFP verdaut 500 ng (= 16 pl bei 28 ng/pl)
Antarktische Phosphatase (AAP) 1l

10x AAP Puffer 2 ul

Millipore H,O 1l
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3.6.7 Blunt-End Ligation der Insert-DNA mit der Vektor-DNA

Die unten angegebenen Ligationsansétze (Tabelle 21) wurden angesetzt und bei 4°C

fur mindestens 2 Stunden oder tUber Nacht inkubiert.

Tabelle 21: Angegeben ist die Zusammensetzung der Ligationsansatze.

Ligation Ligation Ligation
Substanz Kc?ntrollansatz pcDNA4_GFP_ pcDNA4_GFP_
NRTN:G NRTN:A
Ligase 1l 1l 1l
Ligase Puffer (10x) 1l 1l 1l
pcDNA4 GFP 1l 1l 1l
NRTN i 4 ul NRTN:G 4 ul NRTN:A
Expressionskassette Expressionskassette | Expressionskassette
Millipore H.O 7 ul 3 ul 3 ul

3.6.8 Hitzeschock-Transformation in E. coli strain DH5a Zellen

Zur Transformation wurden E. coli Bakterien vom Stamm DH5a verwendet. Davon
wurde ein Aliquot mit 50 pul chemisch kompetenten Zellen (bereitgestellt vom Institut
fur Humangenetik, Regensburg) benutzt und 10 ul des jeweiligen Ligationsansatzes
zugegeben. Diese Losung wurde fir 30 Minuten auf Eis inkubiert und im Anschluss fur
45 Sekunden im Thermomixer compact bei 42°C erhitzt. Es folgte eine erneute
Inkubation auf Eis fur 10 Minuten und Zugabe von 100 pl SOC-Medium. Die Zellen
wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefal3 fir mindestens 45 Minuten bei 37°C im
Thermoblock bei ungefahr 400 rpm geschittelt. AnschlieRend wurde der gesamte
Ansatz mit einem hitzesterilisierten Spatel auf LB-Agarplatten mit Ampicillin

aufgetragen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.6.9 Plasmid Pré&paration (im ng/pl Bereich)

Die Uber Nacht angewachsenen E.coli Kolonien wurden in 5 ml flissigem LB-Medium
mit Ampicillin angeimpft und tber Nacht im 37°C Schiittler inkubiert.

Aus dieser Kultur wurden die Plasmide nach Hersteller-Angaben mit dem Kit
NucleoSpin® Plasmid der MACHEREY-NAGEL GmbH & Co KG isoliert.

Zur Ernte der Bakterienzellen wurden zweimal 2 ml der Bakteriensuspension in einem

2 ml Reaktionsgefal3 nacheinander fir 1 Minute bei 12.000 rpm abzentrifugiert
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(Zentrifuge Biofuge fresco). Zum finalen Zellpellet wurden 250 ul Al Puffer
("Resuspendierungspuffer”) hinzugegeben, die Zellen durch Auf- und Abpipettieren
resuspendiert und danach 250 uyl A2 Puffer ("Lysepuffer") zupipettiert. Die Suspension
wurde durchmischt und fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bis die Flissigkeit
klar erschien. Im Anschluss wurden 300 pl des A3 Puffers ("Neutralisierungspuffer”)
zupipettiert, die Probe fiir 2-5 Minuten bei 12.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand,
welcher das Zelllysat mitsamt DNA enthielt, auf die im Kit beigelegten Filter pipettiert.
Es fand ein erneuter Zentrifugationsschritt bei 12.000 rpm fiir 1 Minute statt und nach
Verwerfen des Uberstandes wurden 600 pl A4 Puffer ("Waschpuffer") auf die Membran
pipettiert. Erneut wurden die Proben fur 1 Minute bei 12.000 rpm zentrifugiert. Die
Filtermembran wurde darauf durch 2-minitige Zentrifugation bei 12.000 rpm
getrocknet. Danach wurde der Filter in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? gestellt und die an
den Filter gebundene DNA in 25 pl Millipore H20 eluiert. Die Elution fand durch
zunachst 1 Minute Inkubation bei Raumtemperatur gefolgt von 1 Minute Zentrifugation
bei 12.000 rpm statt.

Die Konzentration der eluierten Plasmid-DNA wurde im NanoDrop® ND21000

Spektrophotometer gemessen.

3.6.10 Testverdau

Zur Selektion korrekt ligierter Plasmidkonstrukte (pcDNA4_GFP_NRTN:G/_NRTN:A)
wurde ein Testverdau mit Kpn | angesetzt. Dieses Enzym schnitt je einmal im
Zielvektor (pcDNA4 _GFP) und einmal im Insert (NRTN-Expressionskassette). Die
Inkubationszeit betrug 1 Stunde bei 37°C Temperatur. Anschliel3end wurde der Ansatz
mit Bromphenolblau versetzt, auf ein Agarosegel geladen und unter UV Licht beurteilt.
Bei korrekt ligierten Plasmidkonstrukten (Gesamtgréf3e 8600 bp), welche sowohl die
NRTN- als auch die GFP-Expressionskassetten enthielten, ergab sich, je nach
Insertionsrichtung (Blunt-End Klonierung) der NRTN Expressionskassette, folgendes
Bandenmuster: 2400 bp + 6200 bp oder 2200 bp + 6400 bp.
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Tabelle 22: Angegeben ist die Zusammensetzung des Testverdauansatzes.

Substanz

Menge

Plasmidkonstrukt

1 pg (= 3 pl bei 370 ng/pl)

Cut Smart Puffer 1yl
Kpn I - HF 0,5 ul
Millipore H.O 5,5 ul

3.6.11 Sequenzierung der Plasmid-DNA nach Sanger

Nach dem Testverdau wurden positive Plasmidkonstrukte sequenziert, um
NRTN- und GFP-
Expressionskassetten enthielten. Dazu wurden die Primer NRTN_BamHI_F,
NRTN_Xhol R und RT_pCAG_GFP_EGFP_F verwendet. Hierfir wurde der in

Tabelle 23 aufgefiihrte Mastermix hergestellt und anschlieRend das in Tabelle 24

sicherzustellen, dass die Zielvektoren die korrekten

angegebene PCR-Programm mithilfe des Thermocyclers durchgefuhrt.

Tabelle 23: Angegeben ist die Zusammensetzung des Cycle Sequencing Ansatzes.

Substanz Menge
Plasmid-DNA (20 ng/pl) 2 ul
Primer (10 uM) 1l
BigDye® Terminator Reaktionsmix 0,3 ul
5x BigDye® Terminator Sequencing Buffer | 2 ul
Millipore H.O 4,7 pl

Tabelle 24: Aufgefuhrt ist das PCR-Programm fir das in dieser Arbeit durchgefiihrte Cycle
Sequencing.

PCR-Schritt Temperatur Laufzeit Zyklen

Initiale Denaturierung 94°C 3 min

1. Schritt: Denaturierung 94°C 30s

2. Schritt: Annealing 58°C 30s 27

3. Schritt: Elongation 60°C 3 min

Finale Elongation 60°C 5 min

Pause 15°C ® min

Im Anschluss wurde die DNA gefallt. Dazu fand nach Zugabe von 2 ul 3 M
Natriumacetat und 25 pl Ethanol (100 %) ein Zentrifugationsschritt (Zentrifuge
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Megafuge 1.0R) fir 30 Minuten bei 4000 rpm und 4°C statt. Durch kurzes Uber-Kopf-
Zentrifugieren (< 400 rpm) wurde der Uberstand mithilfe eines Kiichenpapieres
aufgesaugt und entfernt. Durch Zugabe von 100 ul Ethanol (70 %) wurde das Pellet
gewaschen, woraufhin erneut bei 4000 rpm und 4°C fur 20 Minuten zentrifugiert und
der Uberstand, wie zuvor beschrieben, entfernt wurde. Zum Schluss wurden 15 pl
HiDI™ Formamid zur DNA gegeben und durch Vortexen gut vermischt. Die Analyse
der Proben fand mittels Abi3130x1 Genetic Analyser statt und die anschlielRende
Auswertung erfolgte mit der Software ApE — A Plasmid Editor.

3.6.12 Plasmid Préaparation (im pg/upl Bereich)

Fur die Aufreinigung von Plasmiden im pg Bereich wurden E-coli Zellen Gber Nacht in

100 ml LB-Medium mit Ampicillin bei 37°C angezuchtet.

Die Plasmid-Praparation fand nach Hersteller-Angaben mit dem Kit NucleoBond®
XtraMidi der MACHEREY-NAGEL GmbH & Co KG statt.

Zur Gewinnung der Bakterien wurden die 100 ml Zellsuspension zunachst auf zwei
50 ml Falcontubes aufgeteilt und fur 15 Minuten bei 4000 g und 4°C zentrifugiert
(Zentrifuge Megafuge 1.0R). Nach Abnahme des Uberstandes wurden die Pellets
jeweils in 4 ml Resuspensionspuffer geldst und vereinigt. Es folgte die Zugabe von
8 ml Lysepuffer, ein Durchmischen der Losung durch leichtes Schitteln und eine
Inkubation bei Raumtemperatur fir 5 Minuten. In dieser Zeit wurden die im Kit
beigelegten Filter in einem Elutionsréhrchen mit 12 ml Aquilibrierungspuffer am
Filterrand befeuchtet. Nach Zugabe von 8 ml Neutralisationspuffer in das Falcon und
leichtem Schiitteln kam es zur Verfarbung der Losung von blau zu farblos. Die L6sung
wurde dann auf den vorbereiteten Filter gegeben. Der erste Waschschritt fand mit
5 ml Equilibrationspuffer statt, anschliel3end wurde der Filter verworfen und ein zweiter
Waschschritt mit 8 ml Waschpuffer durchgefiihrt. Nachdem ein 15 ml Falcontube unter
dem Gefal} platziert wurde, fand die Elution mit 5 ml Elutionspuffer statt. Im Anschluss
wurde auf das Eluat 3,5 ml Isopropanol gegeben und gemischt, wodurch die eluierte
DNA geféllt wurde. Daraufhin wurde bei 4°C und 4000 g fir mindestens 45 Minuten
zentrifugiert (Zentrifuge Megafuge 1.0R). Nach Entfernen des Uberstandes wurden
2 ml 70 % Ethanol auf das Pellet pipettiert und nochmal bei 4°C und 4000 g flr

mindestens 30 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Ethanol vorsichtig mit
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einer Pipette entfernt, das Falcontube kopfiiber bei Raumtemperatur getrocknet und
im letzten Schritt die Plasmid-DNA in 100 ul Millipore H20 geldst.

Nach 1 Stunde Inkubation im Thermomixer compact bei Raumtemperatur und circa
1000 rpm, konnte die Konzentration der DNA im NanoDrop® ND1000

Spektrophotometer gemessen werden.

3.6.13 Herstellung von Glycerinkulturen zur Langzeitaufbewahrung

Fur die Langzeitaufbewahrung transformierter E. coli Klone wurden 4 ml einer Uber
Nacht inkubierten E. coli Kultur bei 1000 rpm fir 3 Minuten zentrifugiert (Zentrifuge
Megafuge 1.0R). Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Pellet in 500 pl LB
Medium ohne Ampicillin resuspendiert und mit 600 pl 87 % Glycerol versetzt.
Anschliel3end wurde die Zellsuspension in CryoPure Gefal3en bei -80°C eingefroren.

3.7 Versuche zur Uberprifung der NRTN-Bindung an verschiedene

Zelllinien

3.7.1 Bindeversuche an adharente Zellen

Um die NRTN-Bindung an adharente Zelllinien zu tberprifen, wurden die Zellen am
Vortag, wie in Kapitel 3.1 beschrieben, auf 6-Well-Platten passagiert (je Well 1:6 der
Zellen einer zu 70 — 80 % konfluenten 10 cm Platte).

Am folgenden Tag wurde das Kultivierungsmedium abgenommen und je 1 ml des
Uberstandes aus einer Calciumphosphat Transfektion (siehe Kapitel 3.2.1 und 3.2.2)
in jedes Well pipettiert. Fur diese Calciumphosphat Transfektion wurden Hek293
EBNA Zellen mit pcDNA3_Myc_NRTN:G und pcDNA3_Myc_ NRTN:A transfiziert und
die Uberstande enthielten somit Myc-getagte NRTN Proteine. Auch fiir die weiteren
Bindeversuche wurden Myc-getagte NRTN Varianten verwendet. Im Anschluss folgte
1 Stunde Inkubationszeit bei 37°C. Nach der Inkubation wurden die Zellen auf der
Platte resuspendiert. Je nach Zelllinie und Anhaftung der Zellen am Boden erfolgte
dies mittels Pipette (Hek293 EBNA, BV-2, HUVEC) oder Zellschaber (ARPE-19). Die
Zellsuspension wurde dann 3 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert (Zentrifuge Biofuge
fresco) und der Uberstand verworfen. AnschlieRend folgten drei Waschschritte, wobei
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jeweils 1 ml PBS zum Pellet zugegeben wurde und nach Vortexen ein
Zentrifugationsschritt fir 3 Minuten bei 4600 rpm durchgefiihrt wurde. Der Uberstand
wurde jeweils verworfen und das Pellet nach dem letzten Waschschritt in 200 pl PBS
resuspendiert. Darauf folgte eine Sonifizierung bei einer Amplitude von 38 % fir ca.
10 - 20 Sekunden. Am Schluss erfolgte die Zugabe von 50 pyl Lammli und ein
Aufkochen der Probe fiir 3 Minuten bei 93°C.

3.7.2 Bindeversuche an Zellen in Suspension

Um die NRTN-Bindung an Suspensions-Zelllinien zu Uberprifen, wurden jeweils zwei
voll bewachsene Zellkulturflaschen der Weri-Rb1l oder Y-79 Zelllinie in einem
Falcontube vereinigt und bei 1000 rpm fur 3 Minuten abzentrifugiert (Zentrifuge Sigma
2-5). Das Pellet wurde in 1,5 ml des NRTN-haltigen Uberstandes aus der
Calciumphosphat Transfektion (siehe Kapitel 3.2.1 und 3.2.2) gel6st und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal3 pipettiert. Nach 1 Stunde Inkubation bei 37°C im Thermomixer
compact bei ca. 300 rpom wurden die Zellen in der Zentrifuge Biofuge fresco bei
1000 rpm fur 3 Minuten abzentrifugiert. Anschliel3end erfolgten die Waschschritte und

weitere Praparation, wie in Kapitel 3.7.1 beschrieben.

3.7.3 Bindeversuche an hiPSC-RPE Zellen

Um die NRTN-Bindung an die auf Filtern kultivierten Zellen zu Uberprifen, wurde
diesen Zellen zunéchst das Kultivierungsmedium abgenommen. 500 ul des NRTN-
haltigen Uberstandes aus der Calciumphosphat Transfektion (siehe Kapitel 3.2.1 und
3.2.2) wurden auf den Filter und 1,5 ml auf den Boden der 12-Well-Platte pipettiert, in
der die Zellen kultiviert waren. Es folgte eine Inkubation bei 37°C fiur 1 Stunde. Im
Anschluss wurde der Filter mit einem Skalpell aus seinem Gestell herausgeschnitten
und in eine Zellkulturschale gelegt. Nach Zugabe von 500 pl PBS wurden die Zellen
mit einem Schaber vom Filter entfernt, resuspendiert und anschliel3end in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald Gberfuhrt. Es folgten Waschschritte und die weitere Praparation, wie

in Kapitel 3.7.1 beschrieben.
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3.8 Funktionelle Versuche an transfizierten Zellen

3.8.1 Etablierung der ARPE-19 Transfektion

Zur Etablierung einer effizienten Transfektionsmethode fiir ARPE-19 Zellen wurden
ARPE-19 Zellen einer vollen 10 cm Zellkulturschale nach dem o.g. Schema (Kapitel
3.1.2) im Verhaltnis 1:6 auf eine 6-Well-Platte passagiert und auf insgesamt 3 ml mit
DMEM/F-12 (1:1) Medium inklusive 10 % (v/v) FCS und 1 % (v/v)
Penicillin/Streptomycin aufgefillt. Die Platte wurde Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am
folgenden Tag wurden Testtransfektionen mit verschiedenen Transfektionsreagenzien
durchgefuhrt. Zur Visualisierung transfizierter Zellen wurde mit einem fur GFP
kodierenden Expressionsplasmid (pcDNA3_GFP) transfiziert.

Ein  Transfektionsansatz wurde mit dem Mirus Bio™ TransIT®-LT1
Transfektionsreagenz hergestellt. Hierfur wurden 2,5 pl des Test-Plasmids
(pcDNA3_GFP mit 1 pg/ul) zu 250 ul FCS-freiem DMEM/F-12 (1:1) Medium gegeben
und durch Auf- und Abpipettieren durchmischt. Anschlie3end folgte die Zugabe von
7,5 ul TransIT-LT1 Reagenz und erneutes Durchmischen. Darauf wurde der Ansatz

15 - 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und tropfend auf die Zellen pipettiert.

Ein weiterer Transfektionsansatz wurde mit dem Lipofectamin 3000 Reagenz
durchgeftihrt. Hierfir wurden 4 ul des Lipofectamin 3000 Reagenz und 125 ul
OptiIMEM in einem 1,5 ml Reaktionsgefal3 gemischt. In einem weiteren 1,5 ml
Reaktionsgefa? wurden 125 pyl OptiMEM Medium, 5 pl des Test-Plasmids
(pcDNA3_GFP) und 10 pl P3000 Reagenz zusammenpipettiert und durchmischt.
Anschlielend wurden die Flussigkeiten beider Gefal3e vereinigt, fur 10 - 15 Minuten

bei Raumtemperatur inkubiert und schlie3lich auf die Zellen getropft.

Als Kontrolle wurden 2,5 yl des Test-Plasmids ohne Transfektionsreagenz auf die

Zellen pipettiert.

Nach 3 Tagen Inkubation bei 37°C wurde die Transfektionseffizienz anhand der GFP-
Fluoreszenz unter dem inversen Epifluoreszenzmikroskop Nikon Eclipse TE2000

beurteilt.
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3.8.2 Etablierung der Weri-Rb1 Transfektion

Zur Etablierung einer effizienten Transfektionsmethode fur Weri-Rb1 Zellen wurden
Weri-Rb1 Zellen aus drei vollen Zellkulturflaschen in einer Poly-L Lysin beschichteten
10 cm Zellkulturschale vereinigt und tUber Nacht bei 37°C inkubiert. Am Folgetag
wurden die nun anhaftenden Zellen durch Zugabe von 3 ml Trypsin und Inkubation fir
5 Minuten bei 37°C von der Schale abgelést und anschlieBend bei 1000 rpm fir 3
Minuten zentrifugiert (Zentrifuge Sigma 2-5). Das Zellpellet wurde in 10 ml FCS-freiem
RPMI 1640 Medium gel6st. Daraufhin wurde mithilfe einer Zahlkammer die Zellzahl
bestimmt. 2,5 Millionen Weri-Rb1 Zellen wurden in ein Well einer Poly-L-Lysin
beschichteten 6-Well-Platte ausgesat und mit FCS-freiem RPMI 1640 Medium auf

3 ml Gesamtvolumen aufgefullt.

Am néchsten Tag fanden Testtransfektionen mit pcDNA3_GFP unter Verwendung des
Mirus Bio™ TransIT®-LT1 und des Lipofectamin 3000 Transfektionsreagenzes statt
(Ansatze siehe Kapitel 3.8.1).

Als Testplasmid wurde bei diesem Versuch ebenfalls pcDNA3_GFP benutzt. Die GFP-
Fluoreszenz wurde nach 3 Tagen Inkubation bei 37°C unter dem inversen

Epifluoreszenzmikroskop Nikon Eclipse TE2000 beurteilt.

3.8.3 Autophagie-Assay mit transfizierten ARPE-19 Zellen

Fur den Autophagie-Assay an transfizierten ARPE-19 Zellen wurden 1/10 der ARPE-
19 Zellen einer voll (80 — 90 % Konfluenz) bewachsenen 10 cm Zellkulturschale in 12-
Well-Platten passagiert. Nach 24 Stunden Inkubation der Zellen bei 37°C wurden diese
Zellen im 12-Well mit Lipofectamin 3000, wie in Kapitel 3.8.1 beschrieben, jedoch mit

veranderten Volumina des Transfektionsansatzes (siehe Tabelle 25), transfiziert.

Tabelle 25: Angegeben ist der in diesem Versuch verwendete Lipofectamin 3000
Transfektionsansatz.

Lipofectamin 3000 Transfektionsansatz
OptiMEM 50 pl
Lipofectamin 3000 Reagent 1,5 pl
OptiMEM 50 pl
DNA (1pg/ul) 2 pl
P3000 Reagent 4 ul
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Die zur Transfektion  verwendeten  Vektoren waren  pcDNA4 GFP,
pcDNA4 GFP_NRTN:G und pcDNA4 GFP_NRTN:A, wobei jeweils 2 Wells je
Plasmid transfiziert wurden. Nach drei Tagen Inkubation bei 37°C im Inkubator wurden
die Zellen zunachst unter dem Nikon Mikroskop bezuglich ihrer Transfektionseffizienz
beurteilt. Im Anschluss wurde zur Induktion der Autophagie jeweils eines von zwei
gleich transfizierten Wells mit 1mM H202 fir 2 Stunden bei 37°C inkubiert (Szatmari-
Toth et al. 2016). Das jeweils andere Well blieb unbehandelt.

Im Anschluss wurde der Uberstand abgenommen und die ARPE-19 Zellen mit 100 pl
1x PBS und 4 pl der nach Angaben des Herstellers aufgelosten cOmplete™ ULTRA
Tablette Uberschichtet. Die Zellen wurden anschlie3end mit einem Zellschaber von der
Platte gel6st, in ein 1,5 ml Reaktionsgefall Uberfihrt und auf Eis positioniert. Danach
folgte die Sonifizierung der Zellen, Zugabe von 5-fach Lammli und ein Aufkochen der
Proben auf 93°C.

In anschliel3enden Western Blot Analysen wurde die Autophagie der Zellen anhand

der Autophagie-Marker p62 und LC3 (ll), sowie die ERK1/2 Phosphorylierung verfolgt.

3.8.4 Differenzierungsversuch mit transfizierten Weri-Rb1 Zellen

Die Differenzierungsversuche wurden an Weri-Rb1l Zellen im 12-Well-Format
durchgefuhrt. Dazu wurden zunachst in jedes Poly-L-Lysin beschichtete 12-Well
1 Million Zellen (aus einer zuvor Poly-L-Lysin beschichteten 10 cm Schale, siehe
Kapitel 3.8.2) pipettiert. Das Volumen im Well wurde mit FCS-freiem RPMI Medium
auf 1 ml aufgefillt und es erfolgte die Zugabe von 30 pl N-2 Supplement (100x) (nach
Hirooka et al. 2002 modifiziert ). Nach einer Inkubation Giber Nacht fand am nachsten
Tag die Transfektion der Weri-Rb1 Zellen mit dem Lipofectamin 3000 Reagenz, wie in
Kapitel 3.8.2 beschrieben, jedoch mit verdnderten Volumina des

Transfektionsansatzes (Tabelle 25), statt.

Dabei wurden die Vektoren pcDNA4 GFP, pcDNA4 GFP_NRTN:G und
pcDNA4 _GFP_NRTN:A verwendet.

Nach funf Tagen Inkubation bei 37°C wurden unter einem Nikon-Mikroskop zun&chst
die fluoreszierenden und somit transfizierten Zellen gesucht und anschliel3end deren

Differenzierung mikroskopisch verglichen.
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3.9 Funktionelle Versuche an Zellen auf NRTN-haltiger extrazellularer
Matrix (EZM)

3.9.1 Herstellung NRTN-haltiger EZM

Fur die Herstellung NRTN-haltiger EZM wurden Hek293 EBNA Zellen auf Poly-L-Lysin
beschichteten Wells ausgesét (Menge siehe Tabelle 26) und Gber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag fand eine Transfektion der zu ca. 80 — 90 % konfluenten Hek293 EBNA
Zellen mittels Mirus Bio™ TransIT®-LT1 Reagenz mit den Vektoren pcDNAS3,
pPcDNA3_NRTN:G und pcDNA3_NRTN:A (siehe Kapitel 3.2.3) mit den in Tabelle 26

angegebenen Mengen statt.

Tabelle 26: Angegeben sind die verwendeten Mirus-Transfektionsansétze in unterschiedlichen
Well-Formaten.

Zusammensetzung 6-Well Platte 12-Well Platte 24-Well Platte
Anteil einer voll

bewachsenen 10 cm Platte, 1:18 1:30 1:80

der ausgesat wurde

FCS-freies Medium 250 ul 100 pl 50 ul

DNA (1ug/ul) 2,5ug=2,5pl lug=1ul 0,5ug=0,5pl
TransIT-LT1 Reagenz 7,5 ul 3ul 1,5 ul

Nach einem Mediumwechsel der Zellen zu FCS-freiem Medium, wurde der
Transfektionsansatz nach 20-30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur auf das
Medium pipettiert und die Zellen anschliel3end fir 72 Stunden bei 37°C kultiviert.

Nach 3 Tagen fand die Praparation der EZM statt (Hellewell et al. 2017). Dazu wurde
zunachst der Uberstand abgenommen, die Zellen mit 300 pl 1x PBS gewaschen und
danach mit 200 ul einer steril gefilterten 20 mM Ammoniumhydroxid-Losung lysiert.
Dabei wurden die Zellen 5 Minuten lang bei Raumtemperatur durch Schwenken der
Platte vom Boden gelost. Das entstandene Zelllysat wurde anschliel3end
abgenommen, in 1,5 ml ReaktionsgefalRen aufbewahrt und fir spatere Western-Blot-
Analysen mit 5-fach Lammli-Puffer versetzt. Darauf fanden 5 bis 7 Waschschritte der
EZM statt, bei welchen jeweils 1 ml Millipore H20 in jedes Well pipettiert und nach
leichtem Schwenken wieder abgenommen wurde. Die vollstandige Ablésung der

Zellen von der EZM wurde schliel3lich noch unter dem Mikroskop beurteilt.
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3.9.2 Autophagie-Assay mit ARPE-19 Zellen auf NRTN-haltiger EZM

Der Autophagie-Assay an ARPE-19 Zellen auf NRTN-haltiger EZM wurde in 12-Well-
Platten durchgefihrt. ARPE-19 Zellen wurden hierfur auf die EZM von Hek293 EBNA
Zellen aufgebracht, die mit pcDNA3, pcDNA3_NRTN:G und pcDNA3_NRTN:A
transfiziert worden waren (je zwei Wells pro Plasmid). Auf die frisch praparierte NRTN-
haltige EZM (Kapitel 3.9.1) wurden ARPE-19 Zellen (je 1/10 einer voll bewachsenen
10 cm Schale) ausgesét und in FCS-freiem Medium fur 24 Stunden bei 37°C inkubiert.
Daraufhin wurde zunachst ein Mediumaustausch zu FCS-freiem Medium
durchgefiihrt. Eine Halfte der Wells (ARPE-19 Zellen auf EZM mit NRTN:G, NRTN:A
oder Kontroll-EZM) wurde mit 1 mM H20:2 fir 2 Stunden bei 37°C behandelt, um die
Autophagie zu induzieren (Szatmari-Téth et al. 2016). Die andere Halfte der Wells
(ebenfalls ARPE-19 Zellen auf EZM mit NRTN:G, NRTN:A oder Kontroll-EZM) blieben

unbehandelt.

Die Zellen wurden im Anschluss an diese Inkubationszeit, wie in 3.8.3 angegeben,
geerntet und fur Western Blot Analysen vorbereitet. Die Autophagie wurde dabei
anhand der Autophagie Marker p62 und LC3 (1), sowie die ERK1/2 Phosphorylierung

verfolgt.

3.9.3 Autophagie-Assay mit hiPSC-RPE Zellen auf NRTN-haltiger EZM

Wie in Kapitel 3.9.2 wurde ein Autophagie-Versuch auf NRTN-haltiger EZM auch in
hiPSC-RPE Zellen durchgefihrt. Dazu wurden zunachst NRTN:G-haltige, NRTN:A-
haltige und Kontroll-EZM von Hek293 EBNA Zellen in 12-Well Platten hergestellt,
indem diese mit pcDNA3, pcDNA3_NRTN:G und pcDNA3_NRTN:A transfiziert worden
waren (je zwei Wells pro Plasmid). Anschlieend wurden hiPSC-RPE Zellen mit
TrypLE von den Filtern gel6st, auf welchen die Zellen kultiviert wurden und
anschlieR3end tber Nacht in Serum-freiem KnockOut Medium auf der praparierten EZM
inkubiert. Darauf folgte die Zugabe von 1 mM H20:2 fur 2 Stunden bei 37°C in je ein
Well mit Zellen auf NRTN:G-, NRTN:A- und Kontroll-EZM. Das jeweils andere Well
blieb unbehandelt.

Wie in 3.8.3 wurden die Zellen geerntet und Western Blot Analysen mit Antikdrpern
gegen LC3 (1), p62, ERK1/2 und pERK1/2 unterzogen.
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3.9.4 Autophagie-Assay mit Weri-Rb1 Zellen auf NRTN-haltiger EZM

Um den Einfluss NRTN-haltiger EZM auf die Autophagie-Induktion in Weri-Rb1 Zellen
zu Uberprufen, wurde die NRTN-haltige EZM zunachst, wie in Kapitel 3.9.1
beschrieben, in 6-Well-Platten hergestellt (je zwei Wells mit EZM mit NRTN:G-,
NRTN:A- oder Kontroll-EZM). Im Anschluss wurden je 3 Millionen Weri-Rb1l Zellen
(aus einer zuvor Poly-L-Lysin beschichteten 10 cm Schale, siehe Kapitel 3.8.2) in FCS-
freiem Medium in jedes Well der Platte ausgesat. Nach 2 Tagen Inkubation wurden die
nun auf der EZM anhaftenden Zellen (jeweils ein Well mit NRTN:G-, NRTN:A- oder
Kontroll-EZM) mit 1 mM H20: fir 2 Stunden bei 37°C behandelt, um die Autophagie
zu induzieren. Die Kontrollen (ebenfalls jeweils ein Well mit NRTN:G-, NRTN:A- oder
Kontroll-EZM) wurden lediglich mit frischem, FCS-freiem Medium versetzt. Nach

dieser Inkubationszeit fand die Ernte der Zellen, wie in Kapitel 3.8.3 beschrieben, statt.

Mittels Western Blot Analysen wurde die Autophagie der Zellen anhand der

Autophagie-Marker p62 und LC3 (ll), sowie die ERK1/2 Phosphorylierung verfolgt.

3.9.5 MTT-Assay an Weri-Rb1 Zellen auf NRTN-haltiger EZM nach oxidativem

Stress

Der MTT-Assay zur Uberpriifung der Zellviabilitat nach oxidativem Stress wurde im 24-
Well Format durchgefihrt. Weri-Rb1 Zellen wurden hierfiir auf die EZM von Hek293
EBNA Zellen aufgebracht, die mit pcDNA3, pcDNA3_NRTN:G und pcDNA3_NRTN:A
transfiziert worden waren (siehe Kapitel 3.9.1, je zwei Wells pro Plasmid). Je 1 Million
Weri-Rb1l Zellen wurden in jedes Well pipettiert und fir zwei Tage inkubiert.
Anschlie3end wurden, nach Zugabe von frischem FCS-freiem Medium, verschiedene
Mengen (1 mM, 0,25 mM, 0,175 mM, 0,1 mM H202) in die dafiir vorgesehenen Wells
gegeben (jeweils ein Well mit NRTN:G-, NRTN:A- oder Kontroll-EZM) und fur 24
Stunden auf den Zellen belassen. Die Kontrollen (jeweils ein Well mit NRTN:G-,
NRTN:A- oder Kontroll-EZM) blieben wiederum unbehandelt.

Nach dieser Inkubationszeit fanden ein 2-facher Waschschritt mit je 1 ml 1x PBS und
ein Mediumwechsel zu 0,5 ml FCS-freiem Medium statt. In dieses wurde 50 pl MTT-
Losung pipettiert. Die ca. 30 - 45-mindtige Inkubation wurde im 37°C Inkubator
durchgefthrt, bis sich lilafarbene Kristalle bildeten. Darauf wurde das zweimalige
Waschen der Zellen wiederholt und 200 ul HCI-Isopropanol (5 ml HCI und 45 mi
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Isopropanol) zugegeben. AbschlieRend wurden je 80 pl der Proben in eine 96-Well
Platte mit flachem Boden pipettiert und die Absorption bei 540 nm im Tecan Spark®

gemessen.

3.9.6 Quantitativer Real Time PCR-Assay an Weri-Rb1 und hiPSC-RPE Zellen
auf NRTN-haltiger EZM nach oxidativem Stress

Die NRTN-haltige EZM wurde bei diesem Assay in 12-Well Platten vorbereitet (aus
Hek293 EBNA Zellen, die mit pcDNA3, pcDNA3_NRTN:G und pcDNA3_NRTN:A
transfiziert worden waren, siehe Kapitel 3.9.1, je 2 Wells pro Plasmid). Dieser Assay
wurde sowohl mit hiPSC-RPE Zellen als auch mit Weri-Rb1 Zellen durchgefihrt.

Von den im 12-Well auf Filtern kultivierten hiPSC-RPE Zellen wurden die Zellen von je
zwei vollen Filtern in ein Well mit NRTN-haltiger EZM gegeben. Dabei wurden die
Zellen zunachst mit Tryp-LE von den Filtern geldst und im Anschluss in Serum-freiem
KnockOut Medium auf die praparierte EZM gegeben. Nach 6 Stunden Inkubation zum
Anhaften der Zellen auf dem Plattenboden wurden, nach Zugabe von frischem
Medium, 1 mM H202 in die dafur vorgesehenen Wells (jeweils ein Well mit NRTN:G-,
NRTN:A- oder Kontroll-EZM) gegeben. Es folgte eine Inkubation fir weitere 24
Stunden im 37°C Inkubator.

Die Weri-Rb1l Zellen wurden, wie zuvor beschrieben (Kapitel 3.8.2), gezéahlt und
jeweils 2 Millionen Zellen in FCS-freiem Medium in ein Well pipettiert. Nach zwei Tagen
wurden die am Boden festgesetzten Zellen mit frischem FCS-freien Medium versehen

und die zu stressenden Zellen fur 24 Stunden mit 0,1 mM H20:2 versetzt.

Fur die Zellernte wurde zunachst der Uberstand aus den 12-Well Platten
abgenommen, die Zellen in 700 ul Lysepuffer mit 1 % B-Mercaptoethanol suspendiert
und mithilfe eines Schabers vorsichtig vom Plattenboden abgeldst. Nach dem
Uberfuihren in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? wurden die Zellen sofort auf Eis gelagert und

anschlieR3end bei -80°C eingefroren.

3.9.6.1 RNA-Préaparation
Die RNA Préaparation fand nach Herstellerangaben mit dem PureLink™ RNA Mini Kit
von Thermo Fisher Scientific statt. Zu Beginn der RNA-Synthese wurden die
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gefrorenen Zellen nach dem Auftauen mit einer Spritze 5 bis 10 Mal auf- und
abpipettiert, um die Losung zu homogenisieren. Nach Zugabe von 700 pl Ethanol in
jedes Reaktionsgefal? und Durchmischen der Probe, wurden 700 pl davon auf einen
beigelegten Filter in einem Sammelbehélter gegeben und bei 12.000 g fur
15 Sekunden bei Raumtemperatur zentrifugiert (Zentrifuge Biofuge pico). Dieser
Schritt wurde so oft wiederholt, bis die Probe vollstdndig aufgebraucht war.
Anschliel3end wurden 350 pl Waschpuffer | und 70 pl RDD Puffer zum Zellpellet hinzu
pipettiert und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden noch
einmal 350 pl Waschpuffer auf den Filter gegeben und die Probe erneut bei 12.000 g
fur 15 Sekunden zentrifugiert. Nach Abkippen des Uberstandes wurden 500 pl des
Waschpuffers II mit Ethanol zu den Proben pipettiert und ein weiteres Mal bei
denselben Einstellungen zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde noch einmal
wiederholt und im Anschluss der Filter durch 2-minttiges Zentrifugieren bei 12.000 g
getrocknet. Der Filter wurde dann in ein neues Reaktionsgefald positioniert, mit
30 - 100 pl RNase-freiem H20 versetzt und fur eine Minute bei Raumtemperatur
inkubiert. Zur Elution wurde 2 Minuten bei 12.000 g zentrifugiert. Die Konzentration der
RNA wurde im NanoDrop® ND1000 Spektrophotometer gemessen und die RNA bei -
80°C gelagert.

3.9.6.2 cDNA-Synthese

Zur cDNA Synthese wurden 250 ng RNA mit RNase-freiem H20 auf ein Volumen von
11,5 pl aufgefillt. AnschlieBend wurde 1 pl Random Hexamer Primer (100 pM)
hinzugeflgt und die Mischung fiir 5 Minuten bei 65°C im Thermocycler inkubiert. In der

Zwischenzeit wurde ein Mastermix flr die cDNA Synthese nach Tabelle 27 hergestellt.

Tabelle 27: Angegeben sind die Komponenten und Volumina des Mastermixes.

Komponenten Volumen
RNase-freies H.O 0,5 pl

5x Reaction Buffer 4 ul
dNTPs 2 ul
Reverse Transkriptase 1l

Die RNA-Ansatze wurden nach den 5 Minuten Inkubation bei 65°C aus dem

Thermocycler genommen und auf Eis platziert. Nach Zugabe von 7,5 pl des
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Mastermixes in jeden Ansatz, wurde die cDNA Synthesereaktion im Thermocycler

durchgefihrt (siehe Tabelle 28).

Tabelle 28: Angegeben sind die Reaktionsschritte der cDNA Synthese mit Temperaturen und
Laufzeiten.

Reaktionsschritt Temperatur Laufzeit
1. Schritt: Annealing 65°C 5 min
25°C 10 min

2. Schritt: cDNA-Synthese und

Hitzeinaktivierung 42°C 60 min

70°C 10 min

3.9.6.3 Quantitative Real Time PCR (gRT-PCR)
Fur die gqRT-PCR wurde ein Ansatz nach den Angaben in Tabelle 29 hergestellt.

Tabelle 29: Angegeben sind die Komponenten und Volumina des Ansatzes fur die gRT-PCR.

Komponenten Volumen
Millipore H.O 0,375 ul
2x TagMan™ Gene Expression Master Mix | 5 pl
Primer foreward (50 ym) 1yl
Primer reverse (50 pum) 1l
Sonde 0,125 ul
cDNA (20 ng/ul) 2,5 ul

Die auf 20 ng/ul verdinnte cDNA wurde zunachst durch Vortexen gut durchmischt,
herunterzentrifugiert und im Anschluss als Erstes auf den Boden der zu fiullenden
Platte pipettiert. Danach wurden je 7,5 pl des vorbereiteten gRT-PCR-Mastermixes
hinzugegeben. Die Platte wurde mit einer Folie verschlossen und fur einige Sekunden
bei 1000 rpm abzentrifugiert (Zentrifuge Megafuge 1.0R). Danach wurde die gRT-PCR
im QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System durchgefuhrt (Ablauf siehe Tabelle 30).

Tabelle 30: Angegeben sind die Reaktionsschritte der gqRT-PCR mit Temperaturen, Laufzeiten
und Zyklen.

Reaktionsschritt Temperatur Laufzeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 10 min

1. Schritt: Denaturierung 95°C 40 s

2. Schritt: Annealing 60°C 1 min 40

3. Schritt: Elongation 72°C 2 min
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4 Ergebnisse

In den folgenden Versuchen soll die Rolle des sezernierten NRTN-Proteins an AMD-
assoziierten Prozessen analysiert werden. Des Weiteren soll die Auswirkung des
AMD-assoziierten Polymorphismus rs79744308 auf die Funktion des NRTN-Proteins

Uberpruft werden.

4.1 Uberprifung der Bindung der sezernierten NRTN Varianten an

verschiedene Zelllinien

Im ersten Schritt wurde die Bindung der sezernierten NRTN Varianten (nicht protektive
Variante NRTN:G und protektive Variante NRTN:A) an verschiedene, retinale und
nicht retinale Zelllinien Uberprift. Folgende Zelllinien wurden getestet: die humanen
Retinoblastomzelllinien Weri-Rb1 und Y-79, die humane RPE Zelllinie ARPE-19, die
murine Mikroglia-Zelllinie BV2, die aus humanen Endothelzellen der Nabelschnurvene
abgeleitete HUVEC-Zelllinie, die humane Nierenzelllinie Hek293 EBNA und aus
humanen induzierten pluripotenten Stammzellen differenzierte RPE (hiPSC-RPE)
Zellen. Mit Ausnahme der Hek293 EBNA Zelllinie stellen diese Zelllinien wichtige
Modellsysteme bei der Erforschung molekularer Mechanismen der AMD Pathogenese
dar (Buj-Bello et al. 1995; Kotzbauer et al. 1996; Golden et al. 1998; Salcedo et al.
1999; Wolf et al. 2008; Ma et al. 2009; Datta et al. 2017).

Zunachst wurden NRTN-haltige Mediumuberstadnde generiert, indem Hek293 EBNA
Zellen mit Expressionsvektoren fir Myc-getagtes NRTN transfiziert und fur funf Tage
kultiviert wurden. Die Mengen an sezerniertem NRTN der nicht protektiven Variante
(NRTN:G) und der protektiven Variante (NRTN:A) wurden mittels Western Blot
Analysen angeglichen (siehe Abbildung 3A und 4A, Input).

Die Mediumiberstande mit den angeglichenen NRTN-Mengen wurden auf die oben
genannten Zellen gegeben und fur 1 h bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen
mehrfach gewaschen und einer Western Blot Analyse mit Antikdrpern gegen B-Aktin

(ACTB) als zellulare Ladekontrolle und c-Myc unterzogen.
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Abbildung 3A zeigt die Bindung von NRTN an die drei retinalen Zelllinien ARPE-19,
Weri-Rb1 und Y-79. NRTN band an alle drei untersuchten retinalen Zelllinien. Des
Weiteren hatte rs79744308 keinen Einfluss auf die Bindungsstarke der NRTN-
Isoformen an die Zelllinien: Die Menge an gebundenem NRTN:G und NRTN:A in den

Zellpellets zeigte keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 3B).
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Abbildung 3: Bindung von NRTN an retinale Zelllinien.

A: ARPE-19, Weri-Rb1 und Y-79 Zellen wurden fiir 1 Stunde mit NRTN:G, NRTN:A oder Kontrollprotein
enthaltendem Mediumiberstand (aus Hek293 EBNA Zellen, welche fur funf Tage mit
pcDNA3_Myc_NRTN:G, pcDNA_Myc_NRTN:A oder pcDNA3 transfiziert worden waren) inkubiert.
Nach mehreren Waschschritten wurden Western Blot Analysen mit Antikérpern gegen ACTB
(Ladekontrolle), sowie gegen den Myc-Tag der NRTN-Proteine durchgefihrt. 1 = Input, NRTN- oder
Kontrollprotein enthaltender Mediumiberstand, P = Zellpellet. B: Die Signale von c-Myc im Pellet
wurden gegen ACTB und das Signal des jeweiligen NRTN-Inputs normalisiert und auf NRTN:G
kalibriert. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen. Die statistische Evaluierung erfolgte
mittels Mann-Whitney-Test.

Abbildung 4A zeigt die Bindung von NRTN an die drei nicht-retinalen Zelllinien Hek293
EBNA, HUVEC und BV2. Dabei wurde eine Bindung von NRTN an alle diese Zelllinien
festgestellt. Wie bei den retinalen Zelllinien wurde auch hier kein statistisch
signifikanter Einfluss des AMD-assoziierten Polymorphismus rs79744308 auf die

Bindungsstarke der NRTN Varianten an diese Zelllinien verzeichnet.

59



Ergebnisse

Bei Weri-Rb1, Hek293 EBNA und BV2 Zellen erscheint es, als kénnte die protektive
Variante NRTN:A eine leicht starkere Bindungsaffinitat als die nicht protektive Variante
NRTN:G aufweisen (Abbildung 3B und 4B). Um diese Vermutung zu bestatigen,
sollten zusatzliche Replikationen dieses Versuches durchgefihrt werden.
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Abbildung 4: Bindung von NRTN an nicht retinale Zelllinien.

A: Hek293 EBNA, HUVEC und BV2 Zellen wurden fir 1 Stunde mit NRTN:G, NRTN:A oder
Kontrollprotein enthaltendem Mediumuberstand (aus Hek293 EBNA Zellen, welche fir funf Tage mit
pcDNA3_Myc NRTN:G, pcDNA_Myc NRTN:A oder pcDNA3 transfiziert worden waren) inkubiert. Nach
mehreren Waschschritten wurden Western Blot Analysen mit Antikérpern gegen ACTB (Ladekontrolle),
sowie gegen den Myc-Tag der NRTN-Proteine durchgefuhrt. 1 = Input, NRTN- oder Kontrollprotein
enthaltender Mediumiberstand, P = Zellpellet. B: Die Signale von c-Myc im Pellet wurden gegen ACTB
und das Signal des jeweiligen NRTN-Inputs normalisiert und auf NRTN:G kalibriert. Gezeigt sind
Mittelwerte Standardabweichungen. Die statistische Evaluierung erfolgte mittels Mann-Whitney-Test.

In Abbildung 5 ist die Bindung der NRTN Varianten an hiPSC-RPE Zellen gezeigt.
Sowohl NRTN:G als auch NRTN:A zeigen eine Bindung an diese Zellen. Eine
Quantifizierung der Bindungsstarken konnte aufgrund der geringen Verfugbarkeit
dieser Zellen nicht im verfligbaren Zeitrahmen durchgefihrt werden.
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Abbildung 5: Bindung der NRTN:G und NRTN:A
Varianten an hiPSC-RPE Zellen.

NRTN:G
NRTN:A
Kontrolle

hiPSC-RPE Zellen wurden fir 1 Stunde mit NRTN:G,
NRTN:A oder Kontrollprotein enthaltendem
Mediumiberstand (aus Hek293 EBNA Zellen, welche fir
funf Tage mit pcDNA3_Myc NRTN:G,
pcDNA_Myc NRTN:A oder pcDNA3 transfiziert worden
waren) inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden
Western Blot Analysen mit Antikdérpern gegen ACTB
(Ladekontrolle), sowie gegen den Myc-Tag der NRTN-

IB: a-ACTB

IB: a-c-Myc

Proteine durchgefiihrt. | = |Input, NRTN- oder
Kontrollprotein enthaltender Mediumiberstand, P =
Zellpellet.

4.2 Etablierung von Modellsystemen zur funktionellen Testung der NRTN

Varianten

4.2.1 Aufreinigung des NRTN-Proteins

Zunachst sollten funktionelle Tests mit aufgereinigten, rekombinanten NRTN
Proteinen durchgefuhrt werden. In Vorarbeiten am Institut fir Humangenetik wurde
hierfur die Aufreinigung C-terminal Streptavidin-getagter NRTN Varianten versucht.
Dies gelang jedoch nicht — nach der Aufreinigung befand sich kein Protein im Eluat.
Im Rahmen dieser Arbeit sollten nun N-terminal Myc-getagte NRTN Varianten mittels
Immunprazipitation aufgereinigt werden. Der Myc-Tag ist deutlich kleiner, als der
Streptavidin-Tag (1,2 kDa gegenuber 4,3 kDa) und wurde an den N-Terminus
(zwischen Signalpeptid und Propeptid) kloniert. Hierdurch sollten mdgliche negative
Auswirkungen aufgrund der Gréf3e und Position des Tags auf Faltung des Proteins

oder Zuganglichkeit des Tags vermieden werden.

Die Aufreinigung der Myc-getagten NRTN Varianten erfolgte nun Uber Agarose-
gekoppelte c-Myc-Antikorper. Es wurden mehrere Versuche durchgeflihrt, wobei unter
anderem auch die Menge des empfohlenen Inputs (Myc-NRTN haltiger Uberstand)
stark erhoht wurde. Bei keinem der Versuche konnte Myc-getagtes NRTN in der
Eluatfraktion detektiert werden (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Aufreinigung von Myc-getagten NRTN-
Varianten.

<
E Myc NRTN:G, Myc_NRTN:A oder Kontrollprotein
DZC enthaltender Mediumiberstand (aus Hek293 EBNA Zellen,
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Da die Aufreinigung von NRTN trotz Verwendung zweier unterschiedlicher Tags (N-
teminaler Myc-Tag und C-terminaler Streptavidin-Tag) im gegebenen Zeitrahmen nicht
erfolgreich war, wurden andere Ansatze fur die Analyse von NRTN Varianten fur

definierte zellulare Prozesse etabliert.

4.2.2 Herstellung NRTN-haltiger EZM

Da NRTN mit hoher Affinitat an die EZM bindet und dort vorliegt (Bespalov et al. 2011),
sollten funktionelle Versuche an Zellen durchgefuhrt werden, welche auf NRTN-
haltiger EZM inkubiert wurden. In der Literatur sind bereits einige Studien zu finden,
bei welchen Analysen von zellularen Prozessen auf speziell hergestellter EZM
durchgefuhrt wurden (unter anderem Soboleva et al. 2003; Hellewell et al. 2017,
Fernandez-Godino et al. 2018).

Fur die Herstellung NRTN-haltiger EZM wurden zunéchst Hek293 EBNA Zellen mit
Expressionsvektoren fir NRTN (pcDNA3_NRTN:G, pcDNA3_NRTN:A oder pcDNA3)
transfiziert und fir drei Tage inkubiert. Anschlie3end wurden die Zellen von der EZM
entfernt (nach Hellewell et al. 2017) und die EZM in Lammli-Puffer geldst. Die Zellen
wurden einer Western Blot Analyse mit Antikdrpern gegen ACTB (Ladekontrolle) und
NRTN unterzogen, die EZM einer Western Blot Analyse mit Antikdrpern gegen Elastin
(EZM-Ladekontrolle) und NRTN.

In Abbildung 7 ist zu erkennen, dass NRTN von den Zellen exprimiert wurde und in
der EZM abgelagert wurde. Damit ist die Herstellung NRTN-haltiger EZM gelungen

und kann nun fir weitere funktionelle Versuche angewandt werden.
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4.2.3 Heterologe NRTN-Expression in retinalen Zelllinien

4.2.3.1 Herstellung von bicistronischen Expressionsvektoren mit NRTN- und GFP-
Expressionskassetten

Als weiteres Modellsystem fur funktionelle Versuche sollten retinale Zelllinien dienen,
welche die NRTN Varianten heterolog uberexprimieren. Die transfizierten Zellen
sollten (gleichzeitig GFP exprimieren, um transfizierte Zellen unter dem
Fluoreszenzmikroskop zu identifizieren und die Transfektionseffizienz der NRTN
Expressionsvektoren vergleichen zu kénnen. Zu diesem Zweck wurden bicistronische
Expressionsvektoren generiert, welche die heterologe Expression von GFP und NRTN
der nicht protektiven (NRTN:G) oder protektiven (NRTN:A) Variante ermdglichen.

Die NRTN-Expressionskassetten wurden aus den bereits zuvor am Institut generierten
Vektoren pcDNA3_NRTN:G und pcDNA3_NRTN:A mit den Blunt-End generierenden
Restriktionsenzymen Nru | und Xmn | herausgeschnitten. Das herausgeschnittene
Vektorstiick enthielt neben der kodierenden Sequenz fir NRTN:G oder NRTN:A,
welche Uber BamH | und Xho | in pcDNAS inseriert wurde, auch den CMV Promotor
und das Poly-Adenylierungs-Signal (BGH polyA) (Abbildung 8A).

Diese NRTN-Expressionskassetten wurden in den ebenfalls am Institut fur
Humangenetik bereits generierten Zielvektor pcDNA4_GFP integriert. In diesen war

die kodierende Sequenz fur GFP uber Kpn | und Not | inseriert worden. Fiur das
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Einbringen der NRTN-Expressionskassette wurde der Zielvektor pcDNA4_GFP mit

dem Restriktionsenzym Nru | verdaut und somit gedffnet (Abbildung 8B).

Die neu generierten Vektoren pcDNA4_GFP_NRTN:G und pcDNA4_GFP_NRTN:A
enthielten nach der Ligation jeweils eine GFP-Expressionskassette mit eigenem
Promotor und Poly-Adenylierungs-Sequenz und eine NRTN-Expressionskassette

ebenfalls mit eigenem Promotor und Poly-Adenylierungs-Sequenz (Abbildung 8C).

CMV Promotor NRTN (iiber BamHI und Xhol) Promoto GFP (iiber Kpnl und Notl)
Nru |
Nru |
BGH polyA BGH polyA
Xmnl
mr
PCDNAS_ cDNA4(His/Max)_GFP
NRTN:G/NRTN:A 7=~ Xmn| P { ) 1

\ / \ Vg
/
-~ ~

cMv
c Promotor
GFP
BGH polyA )
3 lv
NRTN BGH polyA
pcDNA4_GFP_
CMV Promotor NRTN:G/ NRTN:A ’

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Ausgangsvektoren pcDNA3_NRTN (A) und
pcDNA4 GFP (B) und des neu generierten bicistronischen Expressionsvektors
pcDNA4_GFP_NRTN (C).

A Die NRTN-Expressionskassetten, welche die kodierende Sequenz fiur NRTN:G oder NRTN:A, einen
CMV Promotor und eine Poly-Adenylierungs-Sequenz (BGH polyA) enthielten, wurden aus den
entsprechenden pcDNA3_NRTN Vektoren mit Nru | und Xmn | (blau) herausgeschnitten und in einen B
mit Nru | (blau) gedffneten pcDNA4_GFP Vektor kloniert. C: Neu klonierter Expressionsvektor mit GFP-
(grin) und NRTN- (rot) Expressionskassetten.
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4.2.3.2 Testung der neu klonierten, bicistronischen Expressionsvektoren

Im nachsten Schritt wurde getestet, ob die neu generierten, bicistronischen
Expressionsvektoren die gleichzeitig heterologe Expression von GFP und NRTN
ermoglichen. Hierfir wurden Hek293 EBNA Zellen mit den beiden bicistronischen
Vektoren pcDNA4_GFP_NRTN:G und pcDNA4 _GFP_NRTN:A, sowie mit einem
Kontrollvektor (pcDNA4_GFP) transfiziert. Nach 3 Tagen Inkubation wurde zunachst
die GFP-Fluoreszenz unter einem inversen Epifluoreszenzmikroskop beurteilt. Wie in
Abbildung 9 gezeigt, wird das GFP-Protein von beiden neu generierten
Vektorkonstrukten exprimiert. Die Transfektionseffizienz des pcDNA4_GFP Vektors
war deutlich héher, was daran liegen kdnnte, dass dieser mit 6 kb deutlich kleiner ist,
als die bicistronischen GFP- und NRTN-Expressionsvektoren mit 8,1 kb und somit

leichter von den Zellen aufgenommen wird.

pcDNA4 GFP_  pcDNA4_GFP_ pcDNA4_GFP
NRTN:G NRTN:A

GFP-Fluoreszenz

Phasenkontrast

Abbildung 9: Fluoreszenzmikroskopie zur Uberpriifung der heterologen Expression von GFP
ausgehend von den neu generierten bicistronischen Expressionsvektoren.

Hek293 EBNA Zellen wurden mit pcDNA4_GFP_NRTN:G, pcDNA4_GFP_NRTN:A oder pcDNA4_GFP
transfiziert und fir drei Tage inkubiert. Im Anschluss wurden unter einem inversen
Fluoreszenzmikroskop unter 10-facher VergréRerung Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahmen
angefertigt.

Im nachsten Schritt wurden die transfizierten Hek293 EBNA Zellen einer Western Blot
Analyse mit Antikérpern gegen ACTB (als Ladekontrolle), GFP (zur Kontrolle der
Transfektionseffizienz) und NRTN unterzogen. Sowohl GFP, als auch NRTN wurden
in den Zellpellets nachgewiesen (Abbildung 10). Die neu generierten Konstrukte

kénnen somit flr weitere Versuche herangezogen werden.
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In Abbildung 10 ist zusatzlich zu erkennen, dass die Expression von GFP in den mit
pcDNA4 GFP transfizierten Zellen hoéher war, als in den Zellen, die mit den
pcDNA4_GFP_NRTN Expressionsvektoren transfiziert worden waren. Diese
Beobachtung steht im Einklang mit den fluoreszenzmikroskopischen Analysen
(Abbildung 9).

NRTN:A
Kontrolle

' ' NRTN:G

Abbildung 10: Western Blot Analysen zur Uberpriifung
IB: a-GFP . der heterologen Expression von GFP und NRTN
’ ausgehend von den neu generierten bicistronischen
= Expressionsvektoren.
IB: -NRTN [ - Hek293 EBNA Zellen wurden mit pcDNA4_GFP_NRTN:G,

pcDNA4_GFP_NRTN:A und pcDNA4_GFP transfiziert und
fur drei Tage inkubiert. Im Anschluss wurden diese Zellen
einer Western Blot Analyse mit Antikbrpern gegen ACTB

IB: a-ACTB |—— e s— (Ladekontrolle), GFP und NRTN unterzogen.

4.2.3.3 Testung verschiedener Transfektionsreagenzien an retinalen Zelllinien

Zu Beginn der funktionellen Versuche, welche an NRTN-Uberexprimierenden retinalen
Zelllinien  durchgefuhrt werden sollen, sollten zun&chst verschiedene
Transfektionsreagenzien ausgetestet werden, um eine mdglichst hohe

Transfektionseffizienz der Zellen zu erreichen.

Hierfir wurden Weri-Rbl und ARPE-19 Zellen mit einem pcDNA3_GFP
Expressionsvektor transfiziert, um die Transfektionseffizienz anhand der GFP-
Fluoreszenz bestimmen zu kénnen. Es wurden die Transfektionsreagenzien Mirus

TransIT LT1 und Lipofectamin 3000 getestet.

Bei Weri-Rb1 Zellen war nach drei Tagen Inkubation noch keine GFP-Fluoreszenz
unter dem Fluoreszenzmikroskop zu erkennen, weswegen die Zellen fir weitere zwei
Tage im Inkubator belassen wurden. Nach insgesamt funf Tagen war eine GFP-
Fluoreszenz lediglich bei der Transfektion mit dem Lipofectamin 3000 Reagenz
sichtbar (Abbildung 11). Allerdings war die Transfektionseffizienz mit < 5 % sehr
gering. Daher ist diese Methode fur die Durchfihrung der meisten funktionellen

Versuche nicht geeignet, kann aber fur morphologische Untersuchungen an mit
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pcDNA4 GFP_NRTN transfizierten Zellen herangezogen werden, da diese anhand
der GFP-Fluoreszenz unter dem Fluoreszenzmikroskop identifiziert werden kdnnen.
Bei der Phasenkontrast-Mikroskopie war allerdings eine Schadigung der transfizierten
Zellen zu sehen, welche sich anhand von kristallinen Einschlissen und

abschwimmenden, toten Zellen bemerkbar machte.

Zellen Mirus TransIT LT1 Lipofectamin 3000
untransfiziert

GFP-Fluoreszenz

Phasenkontrast

Abbildung 11: Fluoreszenzmikroskopie zur Testung zweier verschiedener
Transfektionsmethoden in Weri-Rb1 Zellen.

Weri-Rb1 Zellen wurden unter Verwendung der Transfektionsreagenzien Mirus TransIT LT1 oder
Lipofectamin 3000 mit pcDNA3_GFP transfiziert und fur finf Tage inkubiert. Im Anschluss wurden unter
einem inversen Fluoreszenzmikroskop unter 10-facher VergroRerung Fluoreszenz- und
Phasenkontrastaufnahmen angefertigt.

Bei ARPE-19 Zellen wurde nach 3-tdgiger Transfektion mit pcDNA3_GFP (und dem
Mirus TransIT LT1 oder dem Lipofectamin 3000 Transfektionsreagenz) unter dem
Fluoreszenzmikroskop eine GFP-Fluoreszenz beobachtet. Dabei betrug die

Transfektionseffizienz bei Verwendung von Mirus TransIT LT1 ungefahr 20 %,
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wohingegen sie bei Verwendung von Lipofectamin 3000 mit
50 — 60 % deutlich hoher lag (Abbildung 12). Auch hier wurde in der Phasenkontrast-
Mikroskopie beobachtet, dass die Zellen durch die Transfektion geschadigt wurden.
Verglichen mit den untransfizierten Zellen waren deutlich mehr kristalline Einschliisse
und abschwimmende Zellen sichtbar. Dabei wurden die Zellen durch Lipofectamin

3000 noch etwas starker geschadigt, als durch Mirus TransIT LT1.

Zusammengefasst ist die Transfektion mit dem Lipofectamin 3000 Reagenz fir
ARPE-19 Zellen die effizientere Methode. Bei 50 — 60 % Transfektionseffizienz konnen
auch funktionelle Versuche durchgefiihrt werden, insbesondere, da das heterolog
exprimierte NRTN ja sezerniert wird und somit auch den untransfizierten Zellen zur
Verfliigung steht. Dabei sollte jedoch bedacht werden, dass durch die Transfektion
allein schon eine gewisse Zellschadigung verursacht wird, die moglicherweise die

Ergebnisse der funktionellen Analysen beeinflusst.
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Zellen Mirus TransIT LT1 Lipofectamin 3000
untransfiziert

GFP- Fluoreszenz

Phasenkontrast

Abbildung 12: Fluoreszenzmikroskopie zur Testung zweier verschiedener
Transfektionsmethoden in ARPE-19 Zellen.

ARPE-19 Zellen wurden unter Verwendung der Transfektionsreagenzien Mirus TransIT LT1 oder
Lipofectamin 3000 mit pcDNA3_GFP transfiziert und fur drei Tage inkubiert. Im Anschluss wurden unter
dem Inversmikroskop unter 10-facher Vergrof3erung Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahmen
angefertigt.

4.3 Funktionelle Versuche mit NRTN-Varianten

In den nachfolgenden funktionellen Versuchen sollte ein mdglicher Effekt des SNP
rs79744308 auf AMD-assoziierte, zellulare Prozesse wie aberrante MAPK Aktivierung
(Dridi et al. 2012; Du et al. 2013; zusammengefasst in Kyosseva 2016), Autophagie
(Mitter et al. 2014; Golestaneh et al. 2017) oder Zellviabilitat (zusammengefasst in
Adler et al. 1999) untersucht werden. Fir diese Versuche wurden die Zelllinien Weri-
Rbl und ARPE-19 sowie hiPSC-RPE Zellen verwendet.
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4.3.1 Effekt von NRTN auf AMD-assoziierte zellulare Prozesse in Weri-Rb1l

Zellen

Weri-Rb1 Zellen, welche aus humanen Retinoblastomzellen abgeleitet wurden (McFall
et al. 1977), wurden als Modellsystem fir retinale neuronale Zellen gewahlt.

4.3.1.1 MAPK Aktivierung

NRTN ist als Regulator des MAPK Signalwegs bekannt (Kotzbauer et al. 1996),
welchem eine entscheidende Rolle in der AMD-Pathogenese zugeschrieben wird
(zusammengefasst in Kyosseva 2016). Deswegen wurde in folgenden Analysen die
Aktivierung des MAPK Signalweges anhand der Phosphorylierung und damit
Aktivierung von ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1 and 2) und
charakteristischen Zielproteinen in der NRTN stimulierten Signalkaskade untersucht
(Kotzbauer et al. 1996). Dazu wurden Weri-Rb1l Zellen fir 18 Stunden auf NRTN-
haltiger EZM inkubiert und anschliel3end Western Blot Analysen mit Antikdrpern gegen
ACTB (Ladekontrolle), gesamtem ERK1/2 und phosphoryliertem ERK1/2 (pERK1/2)

unterzogen.

Bei Weri-Rb1 Zellen, die auf NRTN-haltiger EZM (beider NRTN-Varianten) inkubiert
worden waren, wurde eine Aktivierung des MAPK Signalwegs im Vergleich zu Weri-
Rb1 Zellen, die auf Kontrollmatrix inkubiert worden waren, detektiert. Dies zeigte sich
sowohl bei der Normalisierung des pERK Signals gegen ACTB (Abbildung 13B) als
auch gegen ERK1/2 (Abbildung 13C). Fir NRTN:G wurde hierbei eine Steigerung der
ERK Aktivierung um das ca. 8-fache (Abbildung 13B,C, statistisch signifikant mit p =
0,012 bei Normalisierung gegen ACTB) und fir NRTN:A eine Steigerung der ERK
Aktivierung um das ca. 2,5-fache (Abbildung 13B,C) beobachtet. Intrazellulare ERK1/2
Mengen wurden durch die Kultivierung auf NRTN-haltiger EZM nicht beeinflusst
(Abbildung 13D).
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Abbildung 13: Aktivierung von ERK1/2 in Weri-Rb1 Zellen nach 18-stiindiger Inkubation auf
NRTN-haltiger EZM.

Weri-Rb1 Zellen wurden auf EZM aufgebracht, welche NRTN:G, NRTN:A oder kein NRTN (Kontrolle)
enthielt, und 18 Stunden darauf inkubiert. Im Anschluss wurden Western Blot Analysen mit Antikdrpern
gegen ACTB (Ladekontrolle), ERK1/2 und pERKZ1/2 durchgefiihrt (A). B-D: Densitometrische
Quantifizierung von 7 unabhdngigen Immunoblots, kalibriert auf die Signale der Kontrolle. Die
phosphorylierte Form pERK1/2 wurde gegen ACTB (B) und gegen ERK (C) normalisiert. Gesamtes
ERK1/2 wurde gegen ACTB normalisiert (D). Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen.
Eine statistische Evaluierung erfolgte mittels Kruskal Wallis Test gefolgt von Dunn’s Post Test, mit
Bonferroni Korrektur. Statistisch signifikante Unterschiede (Bonferroni korrigiertes Signifikanzniveau =
p < 0,0167) sind durch Sternchen (*) markiert.

4.3.1.2 Neuronale Differenzierung

Wachstumsfaktoren der TGF- Superfamilie und insbesondere der GDNF-Subfamilie
sind dafur bekannt, die Differenzierung von neuronalen Zellen zu férdern (Mount et al.
1995; Pozas und lbafiez 2005; zusammengefasst in Meyers und Kessler 2017).
Deswegen wurde auch ein méglicher Einfluss der NRTN Varianten auf die neuronale

Differenzierung von Weri-Rb1 Zellen untersucht.

Hierfr wurden Weri-Rb1l Zellen mit den bicistronischen NRTN- und GFP-
Expressionsvektoren (pcDNA4_GFP_NRTN:G und pcDNA4_GFP_NRTN:A), sowie
mit pcDNA4_GFP als Kontrolle transfiziert und zur Induktion der Differenzierung fur
funf Tage in Poly-L-Lysin beschichteten Wells in Gegenwart von N2-Supplement
inkubiert (Hirooka et al. 2002). Im Anschluss wurden die grun fluoreszierenden und
somit transfizierten Zellen unter einem inversen Epifluoreszenzmikroskop identifiziert
und morphologisch analysiert. Die Differenzierung der Weri-Rb1 Zellen wurde anhand
von Fortsatzen beurteilt, welche die neuronalen Zellen bei einer Differenzierung
ausbilden (zusammengefasst in Sainath und Gallo 2014). In Abbildung 14A sind
beispielhaft je zwei Zellen gezeigt, welche als undifferenziert oder differenziert beurteilt

wurden.
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Von den unterschiedlich transfizierten Ansatzen wurden je 27 fluoreszierende Zellen
ermittelt und von diesen das Vorliegen von Fortsatzen beurteilt. Abbildung 14B zeigt,
dass von 27 Weri-Rbl1 Zellen, welche mit dem Kontrollvektor ohne NRTN transfiziert
worden waren, 14 im undifferenzierten Zustand vorlagen. Bei Weri-Rb1 Zellen, welche
mit den Expressionsvektoren fir NRTN:G oder NRTN:A transfiziert worden waren,
waren hingegen nur sieben (NRTN:G) oder sechs (NRTN:A) aus 27 Zellen
undifferenziert. Im Gegenzug wurde bei den mit NRTN-Expressionsvektoren
transfizierten Zellen eine Zunahme der differenzierten Zellen gegeniuber den
kontrolltransfizierten Zellen beobachtet (Abbildung 14B).
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Abbildung 14: Differenzierung von Weri-Rb1l Zellen nach Transfektion mit pcDNA4_GFP,
pcDNA4_GFP_NRTN:G und pcDNA4_GFP_NRTN:A.

Weri-Rb1 Zellen wurden mit pcDNA4_GFP_NRTN:G und pcDNA4_GFP_NRTN:A und pcDNA4_GFP
als Kontrolle transfiziert und fur funf Tage in Poly-L-lysinierten Wells in Gegenwart von N2-Supplement
inkubiert. GFP-fluoreszierende Zellen wurden unter dem Mikroskop ermittelt und nach ihrer
Differenzierung beurteilt, indem das Vorliegen von Fortsatzen beurteilt wurde (A). Je 27 Zellen je
transfiziertem Plasmid wurden beurteilt und in die Gruppen undifferenziert oder differenziert eingeteilt

(B).

4.3.1.3 Autophagie-Induktion
Fehlerhaft regulierte Autophagie gilt als weiterer pathologischer Prozess, der mit der
AMD in Verbindung gebracht wird (Mitter et al. 2012; Golestaneh et al. 2017; Kivinen

2018). In Zellen wird sie insbesondere durch oxidativen Stress induziert
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(zusammengefasst in Kiffin et al. 2006; sowie Hohn et al. 2013; Mitter et al. 2014),
ebenfalls ein wichtiger Risikofaktor der AMD (zusammengefasst in Blasiak et al. 2014;
Nita und Grzybowski 2016; sowie Datta et al. 2017). Da der RET-Signalweg die
Autophagie-Induktion kontrolliert (u.a. Sandilands et al. 2012; Rudat et al. 2018)
konnte NRTN uber seinen Einfluss auf die RET Aktivierung ebenfalls einen Einfluss
auf die Autophagie-Induktion haben. Im folgenden Versuch sollte daher die
Auswirkung von oxidativem Stress Uber eine H202 Behandlung auf die Autophagie-
Induktion in Weri-Rb1 Zellen untersucht werden, die auf NRTN-haltiger EZM kultiviert
wurden. Die Autophagie-Induktion wurde anhand der Markerproteine ,Leichtkette®
(light chain) 3 (LC3) und p62 beurteilt. Bei Autophagie-Induktion wird die etwas
schwerere Form LC3 (1) in die leichtere, Phosphatidylethanolamin konjugierte LC3 (II)
Form umgewandelt, weswegen das Verhaltnis von LC3 (Il) zu LC3 (I) zunimmt (Tanida
et al. 2008; Tanida und Waguri 2010). Das Markerprotein p62 wird bei zunehmender
Autophagie abgebaut (Bjgrkey et al. 2009). Da die Autophagie auch stark mit dem
ERK Signalweg assoziiert ist (zusammengefasst in Cagnol und Chambard 2010),
wurde gleichzeitig auch die Phosphorylierung von ERK1/2 verfolgt.

Zunachst wurden Weri-Rb1l Zellen auf NRTN-haltiger oder Kontroll-EZM zwei Tage
lang inkubiert und anschlieRend 2 Stunden lang bei 37°C mit 1 mM H202 behandelt.
Im Anschluss wurden Western Blot Analysen gegen LC3, p62, phosphoryliertes
ERK1/2 und gesamtes ERK1/2 durchgefihrt.

In dem fur Abbildung 15 ausgewahlten Experiment ist zu erkennen, dass die
Autophagie durch die H202 Behandlung in Weri-Rb1 Zellen induziert werden konnte:
Die untere, leichtere LC3 (Il) Variante nahm durch H202 zu, die obere, schwerere
LC3 (I) Variante ab. Auch die erhaltenen Signale fur p62 nahmen durch die H202
Behandlung ab. Im Gegenzug wurde ein starker Anstieg an phosphoryliertem ERK1/2
beobachtet, wahrend die Menge an gesamtem ERK1/2 nicht zunahm, sondern eher

leicht verringert wurde.
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H0 +HO Abbildung 15: Immunoblot nach H,O; induzierter
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Eine densitometrische Auswertung aus drei unabhangigen Experimenten (Abbildung
16) zeigte ebenfalls im Vergleich mit der unbehandelten, NRTN-freien Kontrolle nach
H202 Behandlung die Zunahme des Autophagie-Markers LC3 (II) um das 20- bis 40-
fache (Abbildung 16A) und das verringerte Verhaltnis von LC3 (1) zu LC3 (Il) (auf unter
5 %, Abbildung 16B, p = 0,001 zwischen der unbehandelten NRTN-freien Kontrolle
und H202 behandelten Zellen, die auf NRTN:G-haltiger EZM kultiviert worden waren).
Interessanterweise wurde in unbehandelten Zellen, die auf NRTN-haltiger EZM
kultiviert worden waren, ebenfalls eine starkere Autophagie (steigende Mengen an
LC3 (Il) sowie ein geringeres LC3 (I) zu LC3 (Il) Verhaltnis) verglichen zur Kontrolle
ohne NRTN beobachtet. Die Mengen des Autophagie-Markers p62 zeigten nach H20:2
Behandlung ebenfalls eine deutliche Reduktion um 50 bis 75 % (Abbildung 16C).

Die Mengen an phosphoryliertem ERK1/2 nahmen durch die H202 Behandlung stark
zu (Abbildung 16D und 16E), wohingegen die Mengen an gesamtem ERK1/2 keine
auffallende Veranderung zeigten (Abbildung 16F).

In diesen Versuchen konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede und somit
kein Effekt von NRTN Varianten auf die H202 induzierte Autophagie oder ERK
Aktivierung nachgewiesen werden. Allerdings muss dabei bedacht werden, dass
lediglich drei unabh&ngige Versuche quantifiziert werden konnten und zudem bei den
Ergebnissen hohe Standardabweichungen auftraten. Daher sollten diesbeztiglich

noch weitere Untersuchungen durchgefihrt werden.
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Abbildung 16: Densitometrische Auswertung von
Autophagie Experimenten an Weri-Rb1.
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Gezeigt sind relative Mengen an LC3 (Il), normalisiert gegen ACTB (A) sowie die Verhéltnisse von LC3
(1) zu LC3 (II) (B), p62 Mengen, normalisiert gegen ACTB (C), pERK1/2 Mengen, normalisiert gegen
ACTB (D) und gegen ERK1/2 (E), und ERK1/2 Mengen, normalisiert gegen ACTB (F). Alle Signale
wurden auf die jeweilige NRTN-freie unbehandelte Kontrolle kalibriert. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhéngigen Versuchen. Eine statistische Evaluierung erfolgte
mittels Kruskall Wallis Test, gefolgt von Dunn’s Post Test mit Bonferroni Korrektur. Statistisch
signifikante Unterschiede (Bonferroni korrigiertes Signifikanzniveau = p < 0,0033) sind durch Sternchen

(*) markiert.

75



Ergebnisse

4.3.1.4 Zellviabilitat nach oxidativem Stress

Oxidativer Stress ist einer der wichtigsten pathophysiologischen Prozesse bei der
Entstehung der AMD und hat grof3en Einfluss auf die Degeneration und Schadigung
verschiedener Zellen (zusammengefasst in Nita und Grzybowski 2016). Daher sollte
die Zellviabilitdt von Weri-Rb1 Zellen nach oxidativem Stress in Gegenwart der NRTN-
Varianten NRTN:G und NRTN:A ermittelt werden. Des Weiteren sollten flr spatere
Versuche H202 Konzentrationen gefunden werden, unter denen die Zellen zwar
gestresst sind, aber noch keine nennenswerte Verminderung ihrer Zellviabilitat

aufweisen, um so den chronischen oxidativen Stress in AMD-Erkrankten zu simulieren.

Hierfiir wurden Weri-Rb1 Zellen auf Kontroll-EZM, sowie auf NRTN:G- und NRTN:A-
haltiger EZM flr zwei Tage kultiviert. Im Anschluss wurden verschiedene Mengen an
H202 (1 mM, 0,25 mM, 0,175 mM, 0,1 mM) zu den Zellen gegeben und diese fir 24 h
inkubiert. Danach wurde die Zellviabilitat der Weri-Rb1 Zellen in einem MTT-Assay
bestimmt, welcher anhand der Aktivitat der NAD(P)H abh&ngigen Oxidoreduktasen die
metabolische Aktivitat in den Zellen verfolgt (Mosmann 1983).

Bei einer H202 Konzentration von 1 mM wurden die Zellen so stark geschadigt, dass
diese sich vom Plattenboden losten und beim Waschen entfernt wurden. Somit
konnten bei dieser Konzentration keine Messungen durchgefihrt werden.

Bei 0,25 mM H202 (Abbildung 17A) fand eine starke Reduktion der Zellviabilitat auf
circa 20 % statt. Ein Einfluss der NRTN-Varianten auf die Zellviabilitat war hierbei nicht

erkennbar.

Bei einer H202 Konzentration von 0,175 mM (Abbildung 17B) sank die Zellviabilitat auf
ungefahr 80 — 90 %, bei der H202 Konzentration von 0,1 mM (Abbildung 17C) wurde
eine noch geringere Reduktion der Zellviabilitdt auf circa 90 — 95 % beobachtet.
Signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen NRTN Varianten oder der

Kontrolle wurden nicht gemessen.

Fur weiterfihrende Untersuchungen an Weri-Rb1 Zellen zur Reaktion auf oxidativen
Stress, welcher nicht zu einer Reduktion der Zellviabilitdt fuhrt, wurde eine

Konzentration von 0,1 mM H202 verwendet.
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Abbildung 17: Zellviabilitat (in %) von Weri-Rb1 Zellen auf NRTN-haltiger EZM ohne und mit H20,
Stress unterschiedlicher Konzentrationen (A-C).

Weri-Rb1 Zellen wurden zwei Tage lang auf Kontroll-EZM oder NRTN:G- bzw. NRTN:A-haltiger EZM
kultiviert. AnschlieRend wurden sie mit 0 mM oder 0,25 mM (A), 0,175 mM (B) bzw. 0,1 mM (C) H202
fur 24 Stunden behandelt. Zur Beurteilung der Zellviabilitat wurde darauf ein MTT-Assay durchgefiihrt.
Dargestellt ist die relative Zellviabilitdt in je drei unabhangigen Versuchen, kalibriert auf die
unbehandelte Kontrolle. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen. Eine statistische
Evaluierung erfolgte mittels Kruskall Wallis Test, gefolgt von Dunn’s Post Test mit Bonferroni Korrektur.
Bonferroni korrigiertes Signifikanzniveau = p < 0,0033.

4.3.1.5 Expressionsveranderung nach oxidativem Stress

Im folgenden Experiment sollte der Einfluss von NRTN auf die durch geringen
oxidativen Stress induzierte Expressionsverdnderung in Weri-Rb1l Zellen ermittelt
werden. Der oxidative Stress wurde hierbei durch die 24-stiindige Behandlung mit 0,1
mM H20: induziert, was, wie in Kapitel 4.3.1.4 gezeigt, nicht zu einer bedeutenden
Reduktion der Zellviabilitdt dieser Zellen fihrt. Im Anschluss wurden die Zellen
geerntet, die RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Mittels gRT-PCR wurde die
Expression der Gene fir VEGF (Vascular endothelial growth factor), CD46 (Cluster of
differentiation 46) und p21 (Cyclin-dependent kinase inhibitor 1) untersucht, da diese
in vorherigen Untersuchungen zu AMD-assoziierten Prozessen eine besonders starke
Reaktion auf oxidativen Stress hin zeigten (Byeon et al. 2010; Vogt et al. 2011;
Marazita et al. 2016). Zudem wurde die Expression von cFOS (FBJ murine

osteosarcoma viral oncogene homologue) als Marker fir die Aktivierung des ERK
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Signalweges (zusammengefasst in Hazzalin und Mahadevan 2002; Whitmarsh 2007,

sowie Roskoski 2012) untersucht.

Abbildung 18 zeigt die Ergebnisse aus vier unabhéngigen Versuchen. Die VEGF
Expression wurde in diesen Versuchen weder durch die H202 Behandlung, noch durch
NRTN beeinflusst (Abbildung 18A). Bei CD46 konnte ein leichter Anstieg der
Expression durch die H202 Behandlung auf das circa 1,3-fache im Vergleich zur
NRTN-freien unbehandelten Kontrolle festgestellt werden. Hierbei wurde ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen der NRTN-freien unbehandelten
Kontrolle und der H202 behandelten Kontrolle erhalten (Abbildung 18B, p = 0,003),
jedoch nicht zwischen der NRTN-freien unbehandelten Kontrolle und den NRTN-
haltigen H202 behandelten Proben (p = 0,012 fiur NRTN:G + H202, p = 0,004 fur
NRTN:A + H202). Bei der Expression von p21 wurde ebenfalls ein Anstieg um das
circa 1,5-fache im Vergleich zur NRTN-freien, unbehandelten Kontrolle verzeichnet
(Abbildung 18C, p = 0,004 fir die H202 behandelte Kontrolle, p = 0,011 fiur NRTN:G +
H202, p = 0,012 fir NRTN:A + H202). NRTN im Gegenzug hatte bei diesem Gen
ebenfalls keinen Effekt auf die Genexpression. Beim ERKZ1/2-Aktivierungsmarker
cFOS war durch die H202 Behandlung ebenfalls ein Expressionsanstieg um das circa
1,5-fache in den NRTN-freien Zellen zu beobachten (Abbildung 18D, p = 0,25 fiur die
H20:2 behandelte Kontrolle). Hier wurde zusatzlich sowohl bei unbehandelten, als auch
bei H202 behandelten Zellen eine Verstarkung der cFOS Expression bei den auf
NRTN-haltiger EZM Kkultivierten Zellen beobachtet (Abbildung 18D, p = 0,004 fir
NRTN:G + H202, p = 0,009 fur NRTN:A + H202).
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Abbildung 18: Effekt von NRTN:G und NRTN:A auf die Genexpression von VEGF (A), CD46 (B),
p21 (C) und cFOS (D) in Weri-Rb1 Zellen inkubiert auf NRTN-haltiger EZM.

Weri-Rb1 Zellen wurden zwei Tage lang auf Kontroll-EZM oder NRTN:G- bzw. NRTN:A-haltiger EZM
inkubiert. AnschlieRend wurden sie fiir 24 Stunden mit 0 oder 0,1 mM H202 behandelt. Mittels gRT-PCR
wurde darauf die Genexpression von VEGF (A), CD46 (B), p21 (C) und cFOS (D) gemessen. Die Werte
wurden auf die Expression von HPRT (Hypoxanthin Guanin Phosphoribosyl Transferase) normalisiert
und auf die unbehandelte Kontrolle kalibriert. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus
vier unabhéngigen Versuchen. Eine statistische Evaluierung erfolgte mittels Kruskall Wallis Test, gefolgt
von Dunn’s Post Test mit Bonferroni Korrektur. Statistisch signifikante Unterschiede (Bonferroni
korrigiertes Signifikanzniveau = p < 0,0033) sind durch Sternchen (*) markiert.
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4.3.2 Effekt von NRTN auf AMD-assoziierte zellulare Prozesse in ARPE-19

Zellen

ARPE-19 Zellen sind aus humanen RPE-Zellen abgleitet (Dunn et al. 1996) und
wurden als ein zellulares Modellsystem fiur die Untersuchung pathophysiologischer

Prozesse in RPE-Zellen gewahlt.

4.3.2.1 Autophagie-Induktion

Wie in Punkt 4.3.1.3 beschrieben, gilt eine fehlerhaft regulierte Autophagie-Induktion
als ein wichtiger AMD-assoziierter Prozess (Mitter et al. 2014; Golestaneh et al. 2017,
zusammengefasst in Kaarniranta et al. 2017), dartber hinaus wird die Autophagie von
der von NRTN aktivierten RET Tyrosinkinase beeinflusst (u.a. Rudat et al. 2018). Im
folgenden Versuchsteil sollte deswegen auch die NRTN-abhéngige Autophagie-
Regulation in ARPE-19 Zellen untersucht werden. Hierfir wurden zum einen
ARPE-19 Zellen eingesetzt, die heterolog NRTN:G und NRTN:A Uberexprimierten,
zum anderen wurden diese Versuche an ARPE-19 Zellen durchgefuhrt, die zuvor auf
NRTN:G- sowie NRTN:A-haltiger EZM kultiviert worden waren.

Fur die heterologe Uberexpression wurden ARPE-19 Zellen mit den neu klonierten
bicistronischen Vektoren pcDNA4 GFP_NRTN:G und pcDNA4_GFP_NRTN:A (siehe
4.2.3.1) oder dem Kontrollvektor pcDNA4_GFP transfiziert. Nach drei Tagen
Inkubation wurden die Zellen zur Autophagie-Induktion mit 0 oder 1 mM H202 flr 2
Stunden bei 37°C inkubiert (nach Szatmari-Téth et al. 2016).

Die Autophagie-Induktion wurde, wie in Kapitel 4.3.1.3 beschrieben, mittels Western
Blot Analysen der Markerproteine LC3 und p62 verfolgt. Zusatzlich wurde die ERK
Signalwegsaktivierung Uber Western Blot Analysen von phosphoryliertem ERK1/2

Uberprift (siehe ebenfalls 4.3.1.3).

In Abbildung 19 sind beispielhaft die Immunoblots eines Autophagie Experimentes
gezeigt. Im Gegensatz zu den Autophagie Versuchen an Weri-Rb1 (4.3.1.3), konnte
hier nach H202 Behandlung keine Zunahme der LC3 (Il) Bande, sowie keine Abnahme
von p62 festgestellt werden. Auch auf die Mengen an phosphoryliertem ERK1/2 hatte
die H202 Behandlung scheinbar keinen Einfluss.
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Eine densitometrische Auswertung von sieben unabhangigen Experimenten
(Abbildung 20) zeigte ebenfalls, dass die Mengen an LC3 (Il) durch die H20:2
Behandlung nicht anstiegen (Abbildung 20A). Lediglich in NRTN-behandelten Zellen
wurde ein leichter Anstieg auf das circa 1,5-fache an LC3 (Il) im Vergleich zu NRTN-
freien Zellen beobachtet. Dieser Effekt konnte jedoch beim Verhéltnis von LC3 () zu
LC3 (II) nicht bestatigt werden (Abbildung 20B), wobei hier sogar ein Anstieg des
LC3 (1) zu LC3 (ll) Verhaltnisses aufzutreten schien. In beiden Auswertungen fallen
jedoch die hohen Standardabweichungen der Messwerte ins Auge, welche keine
statistische Aussage zulassen. Auch der Autophagie-Marker p62 zeigt keine Abnahme

und somit keine Autophagie-Induktion in H202 behandelten Zellen (Abbildung 20C).

Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass die Autophagie-Induktion in

diesem Experiment nicht erfolgreich war.

Die H202 Behandlung schien zu einer Ileichten Steigerung der ERK1/2
Phosphorylierung in den Zellen gefiihrt zu haben (Abbildung 20D,E). Auch hier sind
die Standardabweichungen der sieben Messwerte jedoch so hoch, dass keine
statistische Aussage getroffen werden kann. Es wurde kein Effekt von NRTN auf die
ERK1/2 Phosphorylierung unbehandelter Zellen festgestellt, bei den behandelten
Zellen ist aufgrund der hohen Standardabweichungen erneut keine Aussage maglich.
Die ERK1/2 Mengen wurden durch oxidativen Stress oder NRTN nicht wesentlich
beeinflusst (Abbildung 20F).
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Abbildung 20: Densitometrische Auswertung von Immunoblots aus sieben unabhé&ngigen
Autophagie Experimenten an heterolog NRTN exprimierenden ARPE-19 Zellen.

Gezeigt sind relative Mengen an LC3 (ll), normalisiert gegen ACTB (A) sowie die Verhaltnisse von LC3
() zu LC3 (II) (B), p62 Mengen, normalisiert gegen ACTB (C), pERK1/2 Mengen, normalisiert gegen
ACTB (D) und gegen ERK1/2 (E), und ERK1/2 Mengen, normalisiert gegen ACTB (F). Alle Signale
wurden auf die jeweilige NRTN-freie unbehandelte Kontrolle kalibriert. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen aus sieben unabhangigen Versuchen. Eine statistische Evaluierung erfolgte
mittels Kruskall Wallis Test, gefolgt von Dunn’s Post Test mit Bonferroni Korrektur. Bonferroni
korrigiertes Signifikanzniveau = p < 0,0033.
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In einem weiteren Versuch wurden ARPE-19 Zellen vor der Autophagie-Induktion auf
Kontroll-EZM, sowie NRTN:G- oder NRTN:A-haltiger EZM fir 24 Stunden inkubiert
und darauf mit 0 oder 1 mM H20:2 fur 2 Stunden behandelt.

Als Autophagie-Marker wurden, wie in Kapitel 4.3.1.3, LC3 und p62 verwendet und
zusatzlich die ERK Aktivierung Uber eine Phosphorylierung zu pERK1/2 analysiert.

Die durchgefuihrten Immunoblots (beispielhaft dargestellt in Abbildung 21) und eine
densitometrische Auswertung aus sieben unabhangigen Ergebnissen (Abbildung 22)
zeigten bezlglich der Autophagie-Induktion &hnliche Resultate wie die vorherigen
Versuche an transfizierten ARPE-19 Zellen: Durch die H202 Behandlung wurde erneut
keine Autophagie induziert, ersichtlich am fehlenden Anstieg an LC3 (lI) Mengen und
an der fehlenden Abnahme der p62 Mengen (Abbildung 21, Abbildung 22A-C). Im
Gegenzug zu den vorherigen Versuchen wurde jedoch eine deutliche Abnahme an
phosphoryliertem ERK1/2 auf circa 30 % in NRTN-freien Proben durch die H202
Behandlung induziert (Abbildung 21, Abbildung 22D,E, p = 0,001 nach Normalisierung
gegen ACTB, p = 0,002 nach Normalisierung gegen gesamtes ERK1/2), wohingegen
die Mengen an gesamtem ERK1/2 keiner Veranderung unterlagen. Auch hier fallen fur
viele Ansatze die sehr hohen Standardabweichungen auf, was keine Aussage Uber
den Einfluss von NRTN auf die untersuchten zellularen Prozesse zul&sst.

H202 + H20:2
O < 2 0o <« 2 Abbildung 21: Immunoblot nach H;O, induzierter
£ £ § E £ § Autophagie an ARPE-19 Zellen, die auf NRTN-
z z x z z x haltiger EZM kultiviert worden waren.
— emm— - —

B:a-LC3 () | - 3

IB: a-LC3 (Il ..& ARPE-19 Zellen wurden auf Kontroll-, NRTN:G- und
NRTN:A-haltiger EZM fur 24 Stunden inkubiert. Darauf
wurden sie fir 2 Stunden bei 37°C mit 0 oder 1 mM

H202 behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen

) .. .
. J
.B;a.pERKug_ geerntet und mittels Western Blot Analysen mit
Antikérpern gegen ACTB (Ladekontrolle), LC3, p62,

-~ phosphoryliertes ERK1/2 (pERK1/2) und gesamtes
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Abbildung 22: Densitometrische Auswertung von Immunoblots aus sieben unabhangigen
Autophagie Experimenten an ARPE-19 Zellen, welche auf NRTN-haltiger EZM kultiviert worden
waren.

Gezeigt sind relative Mengen an LC3 (Il), normalisiert gegen ACTB (A) sowie die Verhéltnisse von LC3
(1) zu LC3 (II) (B), p62 Mengen, normalisiert gegen ACTB (C), pERK1/2 Mengen, normalisiert gegen
ACTB (D) und gegen ERK1/2 (E), und ERK1/2 Mengen, normalisiert gegen ACTB (F). Alle Signale
wurden auf die jeweilige NRTN-freie unbehandelte Kontrolle kalibriert. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen aus sieben unabhangigen Versuchen. Eine statistische Evaluierung erfolgte
mittels Kruskall Wallis Test, gefolgt von Dunn’s Post Test mit Bonferroni Korrektur. Statistisch
signifikante Unterschiede (Bonferroni korrigiertes Signifikanzniveau = p < 0,0033) sind durch Sternchen
(*) markiert.
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4.3.3 Effekt von NRTN auf AMD-assoziierte zellulare Prozesse in hiPSC-RPE

Zellen

Als weiteres Zellsystem fir die Untersuchung pathophysiologischer Prozesse wurden
hiPSC-RPE abgeleitete Zellen gewahlt. Aufgrund des limitierten Zeitrahmens konnten
fur diese Arbeit nur wenige Versuchsansatze mit diesem Zellsystem durchgefihrt

werden.

4.3.3.1 Autophagie-Induktion

Im folgenden Teilprojekt wurde der Effekt von NRTN:G und NRTN:A auf die
Autophagie-Induktion in hiPSC-RPE Zellen untersucht. Dazu wurden hiPSC-RPE
Zellen auf Kontroll-EZM, NRTN:G- oder NRTN:A-haltiger EZM fiur 24 Stunden inkubiert
und anschlieRend mit 0 oder 1 mM H202 fur 2 Stunden behandelt (nach Szatmari-Toth
et al. 2016).

Auch hier wurden, wie in den Abschnitten 4.3.1.3 und 4.3.2.1, die Autophagie-Marker
LC3 () und p62 zur Verfolgung der Autophagie-Induktion herangezogen und
zusatzlich die ERK Signalwegsaktivierung tber die Phosphorylierung von ERK1/2

mittels Western Blot Analysen verfolgt.

In Abbildung 23 ist beispielhaft an einem Experiment erkennbar, dass die LC3 (ll)
Mengen in oxidativ gestressten Zellen erhdht waren. Allerdings war das LC3 (1) in allen
Ansatzen, unabhéangig von der H202 Behandlung kaum zu erkennen, was auf eine
bereits starke Autophagie-Induktion in diesen Zellen schlieRen lasst. Bei p62 war durch
die H202 Behandlung keine Abnahme zu erkennen. Die Menge an phosphoryliertem
ERK1/2 schien durch NRTN:G abzunehmen, wohingegen sie durch H20:2
unbeeinflusst blieb (Abbildung 23).
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IB: a-LC3 (1) -~ . .
IB: a-LC3 (1) b - a hiPSC-RPE Zellen wurden fir 24 Stunden auf

Kontroll-EZM, sowie NRTN:G- oder NRTN:A-
IB: a-p62 - e e G — haltiger EZM kultiviert. Darauf wurden sie flr
! ‘ 2 Stunden bei 37°C mit 0 oder 1mM H20:
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1B copERKCI2 EE=EEm= und mittels Western Blot Analysen mit Antikorpern
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1B: ERKT2 | S A - A S— phosphoryliertes ERK1/2 (pERK1/2) und gesamtes
) ERK1/2 untersucht.

IB: 0-ACTE | s e «iis e c— e—

Die densitometrische Quantifizierung aus drei unabhéangigen Immunoblots
(Abbildung 24) zeigte ebenfalls die Zunahme der LC3 (ll) Bande nach H20:2
Behandlung (Abbildung 24A) und die Abnahme des LC3 (I) zu LC3 (ll) Verhaltnisses
(Abbildung 24B). Die Mengen an p62 (Abbildung 24C) und phosphoryliertem ERK1/2
(Abbildung 24D,E), sowie die Mengen an gesamtem ERK1/2 (Abbildung 24F) blieben

durch die H202 Behandlung unbeeinflusst.
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Abbildung 24: Densitometrische Auswertung von Immunoblots aus drei unabh&ngigen
Autophagie Experimenten an hiPSC-RPE Zellen, welche auf NRTN-haltiger EZM kultiviert worden
waren.

-
o

o
[6)]

relative intrazellulare pERK Mengen
relative intrazellulare pERK Mengen
relative intrazellulare ERK Mengen

Gezeigt sind relative Mengen an LC3 (Il), normalisiert gegen ACTB (A) sowie die Verhéltnisse von LC3
(1) zu LC3 (1) (B), p62 Mengen, normalisiert gegen ACTB (C), pERK1/2 Mengen, normalisiert gegen
ACTB (D) und gegen ERK1/2 (E) und ERK1/2 Mengen, normalisiert gegen ACTB (F). Alle Signale
wurden auf die jeweilige NRTN-freie unbehandelte Kontrolle kalibriert. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen. Eine statistische Evaluierung erfolgte mittels Kruskall Wallis Test, gefolgt von
Dunn’s Post Test mit Bonferroni Korrektur. Bonferroni korrigiertes Signifikanzniveau = p < 0,0033.
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4.3.3.2 Expressionsveranderungen nach oxidativem Stress

Auch in hiPSC-RPE Zellen wurde eine mogliche Verdnderung der Expression
bestimmter Gene auf oxidativen Stress und NRTN-Behandlung hin untersucht. Hierfur
wurden hiPSC-RPE Zellen 6 Stunden auf Kontroll-EZM, NRTN:G- oder NRTN:A-
haltiger EZM inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen fur 24 Stunden mit O oder
1 mM H202 behandelt. Im Anschluss daran wurde die RNA isoliert, in cDNA
umgeschrieben und einer gRT-PCR Analyse unterzogen. In dieser wurde, wie in
Abschnitt 4.3.1.5 beschrieben, die Expression von VEGF, CD46 und p21 gemessen.
Zudem wurde, wie ebenfalls in 4.3.1.5 beschrieben, die Expression von cFOS als

Marker fur die ERK Signalwegsaktivierung untersucht.

Die Expression von VEGF schien in diesem Experiment durch die Kultivierung der
Zellen auf NRTN-haltiger EZM auf das circa 2-fache stimuliert zu werden, wohingegen
nach H202 Behandlung ein hemmender Effekt auf die VEGF Expression (um circa
50 % im Vergleich zu H202-freien Zellen) beobachtet wurde (Abbildung 25A). CD46
zeigte durch die H202 Behandlung ebenfalls eine um etwa 50 % verringerte Expression
(Abbildung 25B), wohingegen bei p21 durch die H202 Behandlung eine deutliche
Steigerung der Expression auf das circa 5-fache erzielt wurde (Abbildung 25C). Die
Expression von p2l1 schien auch in Gegenwart von NRTN im Vergleich zu
Kontrollzellen zuzunehmen (Abbildung 25C). In Abbildung 25D ist schlielilich eine
erhdohte cFOS Expression durch oxidativen Stress bei den auf NRTN-haltiger EZM
kultivierten Zellen zu sehen. Bei den Kontrollzellen, welche mit H202 behandelt
wurden, kann aufgrund der hohen Standardabweichung keine Aussage getroffen

werden.

Fur diesen Versuch standen lediglich drei (auf NRTN-EZM kultivierte Zellen) bzw. zwei
(auf Kontroll-EZM kultivierte Zellen) Replikate zur Verfigung, weswegen keine

statistische Auswertung durchgefuhrt wurde.
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Abbildung 25: Effekt von NRTN:G und NRTN:A auf die Genexpression von VEGF (A), CD46 (B),
p21 (C) und cFOS (D) in hiPSC-RPE Zellen inkubiert auf NRTN-haltiger EZM.

hiPSC-RPE Zellen wurden 6 Stunden lang auf Kontroll-, NRTN:G- und NRTN:A-haltiger EZM inkubiert.
Anschlie3end wurden sie fir 24 Stunden mit 0 oder 1 mM H20:2 behandelt. Mittels gRT-PCR wurde
darauf die Genexpression von VEGF (A), CD46 (B), p21 (C) und cFOS (D) gemessen. Die Werte
wurden auf die Expression von HPRT normalisiert und auf die unbehandelte Kontrolle kalibriert. Gezeigt
sind Mittelwerte und Standardabweichungen. n = 2 fir NRTN-freie Kontrollen, n = 3 fir NRTN-haltigen
Proben.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollten funktionelle Versuche durchgefiihrt werden, mit
welchen der Effekt der genetischen Varianten rs79744308 im NRTN-Gen auf ihre

NRTN Proteinfunktion analysiert werden kann.

In anfanglich durchgefiihrten Bindeversuchen konnte eine Bindung von NRTN an die
aulRere Plasmamembran aller getesteten retinalen (ARPE-19, hiPSC-RPE, Weri-Rb1
und Y-79) und nicht retinalen (HUVEC, Hek293 EBNA und BV2) Zelllinien beobachtet
werden. Dabei wurde kein Einfluss der genetischen Varianten rs79744308 auf die
Bindungskapazitat des NRTN-Proteins festgestellt.

Die NRTN Proteinaufreinigung tUber einen angehefteten Tag gelang trotz zahlreicher
Modifikationen im Rahmen dieser Arbeit, aber auch in vorher durchgefiihrten
unabhéangigen Versuchen am Institut, nicht. Somit wurden andere Modellsysteme
etabliert, welche funktionelle Analysen an NRTN ermdglichten. Dazu wurde zum einen
die Herstellung einer NRTN:G und NRTN:A-haltigen EZM etabliert, auf welcher dann
AMD-assoziierte zellulare Prozesse untersucht werden konnten. Zum anderen wurden
neue Expressionsvektoren pcDNA4_GFP_NRTN:G und pcDNA4_GFP_NRTN:A
kloniert, welche die gleichzeitige heterologe Expression von GFP und NRTN
ermdglichen. Dadurch sind funktionelle Analysen an heterolog NRTN exprimierenden

und durch GFP-Expression identifizierbaren Zellen moglich.

Initiale  Versuche adressierten den Einfluss von NRTN auf MAPK
Signalwegsaktivierung, neuronale Differenzierung, Autophagie-Induktion und die
Expressionsveranderung nach chronischem, oxidativem Stress. Wahrend fir manche
Ansatze ein Einfluss von NRTN gezeigt wurde (z.B. erhohte MAPK Aktivierung bei
Weri-Rb1l Zellen durch NRTN), missen fur andere Prozesse (z.B. Autophagie-
Induktion in ARPE-19 Zellen) noch geeignete Versuchsprotokolle entwickelt werden
oder die Versuche repliziert werden (z.B. Expressionsveranderungen nach oxidativem
Stress in hiPSC-RPE Zellen), um die beobachteten Effekte zu verifizieren und mit der

notigen statistischen Aussagekraft zu untermauern.
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5.1 Einfluss der genetischen Varianten rs79744308 in der Propeptid-

Region von NRTN auf die Bindung des reifen Proteins an Zelllinien

Im ersten Schritt wurde ein maéglicher Einfluss von rs79744308 auf die Bindung von

NRTN an veschiedene retinale und nicht-retinale Zelllinien Gberpruft.

Die Bindestelle des NRTN-Proteins an seinen Rezeptor GFRa2 liegt in der aktiven
Kette (Sandmark et al. 2018). Mutationen im Propeptid kdnnen jedoch auch auch die
aktive Kette auf verschiedene Weise beeinflussen: Das Propeptid spielt bei vielen
TGF-B Familienmitgliedern eine wichtige Rolle bei der Faltung der bioaktiven Doméne
wahrend der Synthese (zusammengefasst in Massagué 1990), bei der
Disulfidbricken-stabilisierten Dimerisierung des NRTN-Proteins und bei der
Abspaltung des reifen Proteins (Gray und Mason 1990). Auch fur den neurotrophen
Faktor GDNF, welcher zu 42 % gleiche Aminoséuresequenzen wie NRTN aufweist
(Kotzbauer et al. 1996), spielt das Propeptid eine bedeutende Rolle bei der Faltung
und Abspaltung des biologisch aktiven Proteins (Oh-hashi et al. 2009). Fur NRTN
zeigte eine Untersuchung von Fjord-Larsen und Kollegen bislang jedoch keinen
Einfluss des Propeptids auf die Faltung der aktiven Doméne oder die Formation der
Disulfidbricken (Fjord-Larsen et al. 2005).

In den hier durchgefiihrten Versuchen konnten NRTN:G und NRTN:A an alle Zelllinien
binden. Dies steht im Einklang mit der Expression des GFRa2 Rezeptors, der ubiquitar
exprimiert wird (Golden et al. 1999). Jedoch weist NRTN auch eine hohe Affinitat zu
Heparin und den in der EZM und an Zelloberflachen vorhandenen Heparansulfaten
auf (Alfano et al. 2007; Bespalov et al. 2011; zusammengefasst in Rider und Mulloy
2017). Es ist daher durchaus denkbar, dass die beobachtete, starke Bindung der
NRTN Varianten nicht Uber eine direkte Interaktion zwischen NRTN und dem GFRa2
Rezeptor vermittelt wird, sondern tber die Bindung von NRTN an Heparansulfate, die
an Proteine der EZM oder der Zelloberflache gebunden sind (zusammengefasst in
Sarrazin et al. 2011; Sandmark et al. 2018).

NRTN:G und NRTN:A wiesen in allen Zelllinien eine vergleichbare Bindeaffinitat auf,
was vermuten lasst, dass durch den Polymorphismus rs79744308 die Faltung des
Proteins oder die Zuganglichkeit der Interaktionsregion (fur GFRa2 oder Heparin) im

NRTN nicht so verandert wird, dass die Bindeféahigkeit eingeschrankt wird.
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Wichtig ist hierbei zu erwéhnen, dass in den in dieser Arbeit durchgefihrten Versuchen
Uber Western Blot Analysen nur das Pro-Protein aus Propeptid und aktiver Kette
detektiert werden konnte. Das reife Protein, also die abgespaltene aktive Kette, wurde
nicht detektiert.

Es ist unklar, ob unter den gewahlten Versuchsbedingungen keine Abspaltung der
aktiven Kette stattfand oder ob diese eventuell aufgrund zu geringer Konzentration
oder zu geringer Sensitivitat des Antikérpers (der aber an die aktive Kette bindet) nicht
detektiert werden konnte. Dies steht im Einklang mit Ergebnissen der Studie von Fjord-
Larsen und Kollegen, die ebenfalls zeigte, dass bei heterologer Expression des
NRTNSs eine aufRerst geringe Prozessierung des rekombinanten Proteins zum reifen
Protein stattfand (Fjord-Larsen et al. 2005). In den hier durchgefiihrten Versuchen
kann also keine Aussage daruber getroffen werden, ob rs79744308 die Abspaltung
der aktiven Kette beeinflusst und somit einen Effekt auf die Bindung des aktiven
Proteins an die Zelllinien haben kdnnte. Diesbezuglich wurde von Fjord-Larsen et al.
beschrieben, dass nur das reife NRTN (nach Abspaltung des Propeptids), nicht jedoch
das unreife NRTN, Uber Bindung an den GFRa Rezeptor die Aktivierung der RET
Tyrosinkinase induzieren konnte (Fjord-Larsen et al. 2005). Ob das unreife Protein bei
Fjord-Larsen et al. zur Bindung an den GFRa Rezeptor fahig war und lediglich keine
Aktivierung von RET vermitteln konnte oder ob es nicht an den Rezeptor binden
konnte, konnte in diesen Versuchen nicht ermittelt werden. Die Autoren vermuteten
eine mangelnde Bindungsfahigkeit des unreifen NRTNs (Fjord-Larsen et al. 2005).
Zum Einfluss des Propeptids auf die NRTN-Bindung an Heparin wurden keine
publizierten Studien gefunden.

5.2 Etablierung von funktionellen Versuchen mit NRTN

Fur funktionelle Versuche sollten die rekombinant hergestellten Proteine NRTN:G und
NRTN:A Uber einen N-terminal angehefteten Myc-Tag aufgereinigt werden. Die
heterologe Uberexpression der Proteine gelang, jedoch konnten in der
affinitatschromatographischen Aufreinigung trotz mehrerer Wiederholungen und
Modifikationen des Aufreinigungsprotokolles keine Proteine im Eluat detektiert
werden. In vorherigen Versuchen am Institut fir Humangenetik, in welchen C-terminal

Strep-getagtes NRTN aufgereinigt werden sollte, wurde ebenfalls kein Protein eluiert.
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Eine mdogliche Erklarung hierfir ist, dass die Tags nicht an der Protein-Oberflache
zuganglich waren oder zu einer veranderten Stabilitat oder Faltung des Proteins
fuhrten. Dies ist ein Phanomen, das haufig im Zusammenhang mit Epitopen-Tags, wie
dem Myc-Tag, beobachtet wird (Borjigin und Nathans 1994; zusammengefasst in Zhao
et al. 2013). Eine weitere Erklarung konnte in der hohen Affinitdt von NRTN zu Heparin
und Glykosaminoglykanen (GAG), wie Heparansulfat, liegen (Alfano et al. 2007;
Bespalov et al. 2011; zusammengefasst in Rider und Mulloy 2017), welches sich auch
im Saulenmaterial des Aufreinigungskits befindet. Fir andere GAG-bindende Proteine,
wie Wachstumsfaktoren, Glykoproteine der EZM oder sezernierte Proteasen ist
bekannt, dass hohe Konzentrationen an Salz bendétigt werden, um diese Proteine von
Heparin-Agarose Séaulen zu eluieren (Lee und Lander 1991). Demnach wére es unter
Umstdnden angeraten, die Aufreinigung unter hohen Salzkonzentrationen zu
wiederholen. Zu bedenken ist, dass diese unphysiologischen Bedingungen jedoch
eine Fehlfaltung oder Denaturierung des Proteins zur Folge haben, welche fir

funktionelle Untersuchungen riickgéngig gemacht werden missten.

Da NRTN, vermutlich durch seine hohe Heparin-Bindungsaffinitat, in groRen Mengen
in der EZM abgelagert wird, wurde die Herstellung NRTN-haltiger EZM (produziert von
transfizierten Hek293 EBNA Zellen) etabliert. Auf dieser wurden retinale Zelllinien
inkubiert und Untersuchungen zu AMD-assoziierten zellularen Prozessen
durchgeflihrt. Diesbeziglich sind auch in der Literatur bereits einige Publikationen zu
finden, welche krankheitsassoziierte Prozesse an Zellen untersuchten, die auf speziell
praparierter EZM kultiviert worden waren ( Soboleva et al. 2003; Thibault et al. 2010;
Hellewell et al. 2017; Fernandez-Godino et al. 2018). Bei derartigen Versuchen muss
jedoch bedacht werden, dass ein beobachteter Effekt nicht durch die direkte
Interaktion mit NRTN, sondern eventuell auch durch eine vorherige Veranderung der
EZM im Zusammenhang mit der heterologen NRTN-Expression verursacht werden
kann. So wurde zum Beispiel eine Beeinflussung der EZM durch EFEMP1 Knockout
in ARPE-19 Zellen beschrieben (Fernandez-Godino et al. 2018). Vor weiteren
Untersuchungen ware also eine Untersuchung der EZM Zusammensetzung und

Konformation nach heterologer EZM-Expression anzuraten.

Fur funktionelle Analysen an Zellen, welche mit NRTN Expressionvektoren transfiziert
wurden, bestétigten die Ergebnisse eine deutliche heterologe Expression von NRTN.

Allerdings konnte hier lediglich die unreife, ungespaltene NRTN Form in Western Blot
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Analysen detektiert werden, was, wie schon zuvor diskutiert, auch von Fjord-Larsen
und Kollegen nach heterologer Uberexpression beobachtet wurde (Fjord-Larsen et al.
2005).

5.3 Funktionelle Versuche mit NRTN

NRTN ist als Mitglied der TGF-B Familie ein sezerniertes Signalmolekil und ein
Wachstumsfaktor, welcher als Vorlaufermolekil mit einem Signalpeptid und einem
Propeptid synthetisiert wird. Zwei NRTN Monomere bilden eine homodimere Struktur,
welche Uber Disulfidbriicken verbunden ist. Nach Abspaltung der Propeptid-Region
entsteht dann das reife, aktive Protein (zusammengefasst in Massagué 1990; sowie
Kingsley 1994). Die proteolytische Spaltung des Pro-NRTN erfolgt an der RXXR-
Konsensus Erkennungssequenz Uber Furin-&hnliche Proteasen, wodurch das reife,
102 AS-lange NRTN Protein entsteht (Fjord-Larsen et al. 2005). Der Polymorphismus
rs79744308 im NRTN Gen liegt in der Propeptid-Region, 36 Aminosauren von der
Spaltstelle entfernt, und flihrt zu einem Aminosaureaustausch von Threonin zu Alanin.
Somit stellt sich die Frage, inwiefern die in diesem Projekt untersuchte Missense
Mutation im Propeptid einen moglichen Einfluss auf das reife Protein und dessen

Aktivitat oder Funktion haben konnte.

5.3.1 Effekt von NRTN auf MAPK Aktivierung

Weri-Rb1 Zellen zeigten eine deutliche Aktivierung der MAPK Proteine ERK1/2 durch
NRTN:G und etwas weniger durch NRTN:A im Vergleich zur Kontrolle. Auch die ersten
Expressionsanalysen an hiPSC-RPE Zellen lassen auf eine Induktion des MAPK
Zielgens cFOS durch NRTN schliel3en. Dies steht im Einklang mit vorherigen Studien,
die zeigen, dass die Bindung von NRTN an GFRa2 und zu einem geringeren Teil auch
an GFRal uber die Tyrosinkinase RET eine Aktivierung des MAPK Signalweg
induziert (Durbec et al. 1996; Creedon et al. 1997). Das lasst vermuten, dass NRTN
zellulare Prozesse, wie Proliferation, Differenzierung, Autophagie oder Apoptose
beeinflussen kann, welche durch den MAPK Signalweg vermittelt werden
(zusammengefasst in Seger und Krebs 1995; Wada und Penninger 2004; sowie
Sridharan et al. 2011). Wie es die Ergebnisse der unterschiedlichen ERK1/2
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Aktivierung durch NRTN:G und NRTN:A in Weri-Rb1 Zellen vermuten lassen, kénnte
der AMD-assoziierte Polymorphismus rs79744308 diese Fahigkeit und somit die

Regulation der zellularen Prozesse beeinflussen.

5.3.2 Effekt von NRTN auf neuronale Differenzierung

Sowohl NRTN:G, als auch NRTN:A stimulierten die Ausbildung zellularer Fortsatze
(Neuriten) in Weri-Rb1, was ein Marker fur die neuronale Differenzierung in dieser
Zelllinie ist (zusammengefasst in Sainath und Gallo 2014; Liu et al. 2017). Dies steht
im Einklang mit einer Studie von Hishiki et al., in der eine Forderung der
Differenzierung und Neuritenbildung in Neuroblastomzellen, zu denen auch Weri-Rb1
Zellen zéahlen, durch GDNF und NRTN beschrieben ist (Hishiki et al. 1998). Zudem ist
bekannt, dass andere Mitglieder der TGF-B Familie ebenfalls die Differenzierung
neuronaler Zellen stimulieren (Mount et al. 1995; Pozas und Ibafiez 2005;
zusammengefasst in Meyers und Kessler 2017). In diesem Versuch konnten keine
Unterschiede zwischen NRTN:G und NRTN:A beobachtet werden, allerdings sind fir
die Bestatigung dieser Beobachtung noch weitere unabhangige Replikationen
erforderlich. Generell stellt sich die Frage, inwiefern die neuronale Differenzierung
einen Einfluss auf die AMD Pathogenese ausuben konnte. Eventuell konnte eine
gewisse ,Vorschadigung“ in der frihen Entwicklung und Differenzierung von
Photorezeptoren die Suszeptibilitat zur Entstehung einer AMD begunstigen. Dazu
wurde bereits diskutiert, inwiefern regulatorische Transkriptionsfaktoren, welche die
Entwicklung und Differenzierung der Photorezeptoren beeinflussen, mit retinalen
degenerativen  Erkrankungen zusammenhangen und moglicherweise als
therapeutische Angriffspunkte dienen kdonnten (zusammengefasst in Swaroop et al.
2010). Uber andere Eigenschaften, wie beispielsweise seine neuroprotektive und
neurorestaurative Kapazitat (zusammengefasst in Domanskyi et al. 2015; sowie Xiao
und Le 2016) konnte NRTN mdglicherweise auch spéter bei der beobachteten
Degeneration von Photorezeptoren an der AMD Pathogenese beteiligt sein. Dazu
beschrieben Baranov et al., dass der neurotrophe Faktor GDNF in Modellen von
retinaler Degeneration das Uberleben von Photorezeptoren deutlich verbessert
(Baranov et al. 2017).
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5.3.3 Effekte von NRTN auf Autophagie-Induktion in retinalen Zelllinien

Die Versuche zeigten eine eindeutige Autophagie-Induktion in H202 behandelten Weri-
Rbl Zellen. Jedoch wurde kein Effekt von NRTN auf die Autophagie-Induktion in
diesen Zellen beobachtet. In vorherigen Publikationen wurde beschrieben, dass der
Rezeptor GFRal, der auch NRTN binden kann, die Autophagie in Osteosarkom Zellen
induzieren kann (Kim et al. 2017). Zudem ist eine Beeinflussung der Autophagie Uber
die RET Tyrosinkinase in Zellen der Akuten myeloischen Leukd&mie beschrieben
(Rudat et al. 2018). Als Erklarung fir einen fehlenden Einfluss von NRTN auf die
Autophagie in den hier durchgefihrten Versuchen ware es denkbar, dass nicht
genugend biologisch aktives NRTN vorlag, um die Autophagie-Induktion zu
beeinflussen. Denn wie die vorherigen Versuche zeigten, lag NRTN hauptséachlich in
der unreifen, inaktiven Form vor. Des Weiteren ware es moglich, dass die Ergebnisse
zum Einfluss von GFRal oder dem RET-Signalweg auf die Autophagie in
Osteosarkom Zellen (Kim et al. 2017) oder in Zellen der Akuten myeloischen Leukamie
(Rudat et al. 2018) nicht auf die neuronalen Weri-Rb1 Zellen zu tbertragen sind. In
dieser Zelllinie fehlen mdoglicherweise die entscheidenden Faktoren, welche den
Einfluss von NRTN auf die Autophagie vermitteln. Schliel3lich kbnnte es sein, dass die
Testbedingungen fur Weri-Rb1l Zellen in dieser Form nicht geeignet waren (z.B.
falscher Messzeitpunkt oder zu geringe Sensitivitat), um den Effekt von NRTN auf die
Autophagie in Weri-Rb1 zu detektieren.

Interessanterweise wurde in Weri-Rb1 Zellen ohne H202 Behandlung, die auf NRTN-
haltiger EZM kultiviert worden waren, eine starkere Autophagie als in Weri-Rb1 Zellen
auf Kontroll-EZM beobachtet. Dies kdnnte bedeuten, dass NRTN auf Weri-Rb1 Zellen
einen Autophagie-stimulierenden Effekt austibt. Wie zuvor erwahnt, ware es maoglich,
dass NRTN durch die Bindung an GFRal oder a2 und Aktivierung der RET
Tyrosinkinase die Autophagie beeinflusst (Kim et al. 2017; Rudat et al. 2018). Hier
konnte die MAPK Aktivierung tber RET eine Rolle spielen. Dabei ist bekannt, dass
eine ERK Aktivierung in vielen Zellen zu einer Induktion der Autophagie fihrt, unter
anderem auch in neuronalen Zellen (Plowey et al. 2008; zusammengefasst in
Sridharan et al. 2011). Nachdem in den durchgefiihrten Versuchen gezeigt werden
konnte, dass NRTN in Weri-Rb1 zu einer Aktivierung des ERK Signalweges fuhrt, wére
dies eine mdgliche Erklarung fir die Autophagie-Induktion durch NRTN in

unbehandelten Weri-Rb1l Zellen. Eine weitere denkbare Erklarung wéare, dass die
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heterologe Uberexpression von NRTN in Hek293 EBNA Zellen, welche zur Produktion
der NRTN-haltigen EZM durchgefuhrt wird, in diesen Zellen auch die Expression
weiterer Faktoren stimulieren kdnnte, welche die Zusammensetzung der EZM und
somit ihren Einfluss auf die Weri-Rb1l Zellen beeinflussen. So wurde in Fernandez-
Godino et al. beobachtet, dass ein Knockout im AMD-assoziierten EFEMP1 Gen (EGF
Containing Fibulin Extracellular Matrix Protein 1) in ARPE-19 Zellen die Menge und
die Struktur anderer EZM-Bestandteile, wie Laminin, Fibronektin, Kollagen IV und VI
verandert, und somit zur Produktion einer abnormen EZM fuhrt (Fernandez-Godino et
al. 2018).

Weitere Versuche zum Effekt von NRTN auf die Autophagie-Induktion wurden in den
RPE-Zelllinien ARPE-19 und hiPSC-RPE Zellen durchgefiihrt. In der Literatur ist
beschrieben, dass eine Dysregulation der Autophagie in RPE Zellen zu erhdhter
Anfalligkeit flr oxidativen Stress und AMD fuhrt (Mitter et al. 2014). Des Weiteren
wurde gezeigt, dass RPE Zellen von Menschen mit AMD verringerte
Autophagieprozesse aufweisen als RPE Zellen von gesunden Personen (Golestaneh
et al. 2017). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine fehlregulierte Autophagie,
vor allem in RPE Zellen, ein Mechanismus ist, welcher zur Entstehung einer AMD
beitragen kann (zusammengefasst in Mitter et al. 2012; sowie Kaarniranta et al. 2017;
Golestaneh et al. 2017). Die Autophagie-Induktion wurde in ARPE-19 und hiPSC-RPE
Zellen nach einem etablierten Protokoll (Szatmari-Téth et al. 2016) durchgefihrt,
welches auch in Vorversuchen am Institut fir Humangenetik erfolgreich angewandt
wurde. Jedoch konnte mit diesem Protokoll bei den in dieser Arbeit durchgefihrten
Versuchen sowohl in ARPE-19 als auch in den hiPSC-RPE Zellen keine Autophagie
induziert werden. Dabei ist aufgefallen, dass im Gegensatz zu publizierten Daten
(Szatmari-Téth et al. 2016) in allen Zellen die Mengen an LC3 (l) selbst in den
unbehandelten Zellen sehr gering und teils kaum in Western Blot Analysen zu
detektieren waren, wohingegen sehr hohe Mengen an LC3 (ll) bereits in den H20: -
freien Zellen zu erkennen waren. Dies deutet auf eine bereits starke Konversion von
LC3 (1) in LC3 (Il) und bereits erfolgte Autophagie-Induktion in diesen Zellen hin. Eine
Erklarung hierfir ware eine schon bestehende Vorschadigung der Zellen, zum Beispiel
dadurch, dass die Zellen zu lange in Kultur gehalten worden sind. In alternden Zellen
kommt es zu einer zunehmenden Degeneration von Organellen. Die Autophagie ist

dabei ein wichtiger homoostatischer Prozess und hilft dabei, diese geschadigten
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Zellorganellen abzubauen und somit das Uberleben der Zelle zu verlangern oder zu
erhalten (zusammengefasst in DiLoreto und Murphy 2015). In den hiPSC-RPE Zellen
konnte mdglicherweise auch eine Schadigung der Zellen wahrend des Versuches der
Ausloser fur die Autophagie-Induktion gewesen sein. Die hiPSC-RPE Zellen mussten
zunachst von den Filtern gelést werden, auf welchen diese Zellen kultiviert worden
waren. Im Anschluss daran wurden sie resuspendiert und auf die NRTN-haltige EZM
ausgesat. Bei diesen Ablaufen ist eine mdgliche Stressreaktion und eine daraus
resultierende Schadigung der Zellen nicht auszuschlie3en. Fir diese Zelllinie sollten
somit eventuell andere Versuchskonditionen getestet werden, bei welchen die Zellen
nicht bereits durch das Aussaen gestresst werden. Die Versuche in ARPE-19 Zellen
sollten mit frisch aufgetauten Zellen, die zuvor ebenfalls nur selten passagiert wurden,

wiederholt werden.

5.34 Einfluss von NRTN auf durch oxidativen Stress induzierte

Expressionsveranderungen

Im letzten Projektteil wurde untersucht, inwiefern sich NRTN auf die durch oxidativen
Stress verursachte Expressionveranderung in retinalen Zelllinien (Weri-Rb1 und
hiPSC-RPE) auswirkt. Beispielhaft wurde hier die Expression der Gene VEGF, CD46,
p21 und cFOS untersucht.

In neuronalen Zellen wirkt VEGF protektiv gegen eine Degeneration durch oxidativen
Stress (Oosthuyse et al. 2001; Storkebaum und Carmeliet 2004). Auch in RPE Zellen
ist VEGF dafiir bekannt, das Uberleben von unter oxidativem Stress stehenden Zellen
zu erhohen. Eine Hochregulierung der VEGF Genexpression in oxidativ gestressten
ARPE-19 Zellen ist auch in der Literatur beschrieben (unter anderem Byeon et al.
2010; Marazita et al. 2016). Weder bei Weri-Rb1 noch bei hiPSC-RPE Zellen wurde
jedoch eine Steigerung der VEGF Expression durch oxidativen Stress beobachtet. Die
hiPSC-RPE Zellen zeigten sogar eine Reduktion der VEGF Expression auf oxidativen
Stress. Eine mdgliche Erklarung fir diese Ergebnisse ist die Verwendung von anderen
Zellen in den publizierten Studien. In den oben genannten Publikationen wurden
ARPE-19 Zellen verwendet (Byeon et al. 2010; Marazita et al. 2016), welche auf
oxidativen Stress mit einer erhdhten VEGF Expression reagieren. Es ist jedoch

bekannt, dass neuronale Zellen, wie die verwendeten Weri-Rb1 Zellen, hdufig andere
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Expressionsveranderungen zeigen als nicht-neuronale Zellen: So aktivieren
beispielsweise beim Prozess der Apoptose neuronale Zellen den MAPK Signalweg
(Estus 1994), wahrend RPE Zellen ihn herunterregulieren (Guillonneau et al. 1998;
Bryckaert et al. 2000). Fur die hiPSC-RPE Zellen ist bekannt, dass die bei ARPE-19
etablierten Stimuli haufig in ihrer Starke nicht ausreichen, um einen entsprechenden
Effekt auszulésen (z.B. Garcia et al. 2015). Es ware also denkbar, dass die H202

Konzentration hier erhéht werden muss, um eine VEGF Induktion zu etablieren.

Die Expression von CD46, einem membrangebundenen Komplement-Aktivator, ist in
RPE Zellen in frhen Stadien der GA reduziert (Vogt et al. 2011). Aul3erdem wurde in
RPE Zellen eine verringerte Expression von CD46 nach oxidativem Stress
nachgewiesen (Thurman et al. 2009; Ebrahimi et al. 2013; Carver und Yang 2016). In
dieser Arbeit wurde in den hiPSC-RPE Zellen, in Ubereinstimmung mit der Literatur,
eine verringerte Expression von CD46 nach H202 Behandlung detektiert. Uber einen
Einfluss von NRTN konnte aufgrund der geringen Probenzahl noch keine Aussage
getroffen werden. Fir neuronale Zellen, wie Weri-Rb1, ist in der Literatur keine
Information zu einer veranderten Genexpression von CD46 unter oxidativem Stress zu
finden, dennoch sollte dieser Marker auch in Weri-Rb1 Zellen untersucht werden. Die
H202 Behandlung fuhrte hier jedoch nicht zu einer Verringerung der CD46 Expression,
es wurde im Gegenteil ein leichter Anstieg verzeichnet. Ein Einfluss von NRTN wurde

nicht festgestellt.

Das Protein p21 gilt als Seneszenzmarker und reagiert bei oxidativem Stress mit einer
Zunahme der Expression (Marazita et al. 2016). Die hier durchgefihrten Versuche
zeigten ebenfalls eine Hochregulierung von p21 nach H202 Behandlung von hiPSC-
RPE, aber auch von Weri-Rb1 Zellen. In den hiPSC-RPE Zellen schien zusatzlich
NRTN eine stimulierende Wirkung auf die p21 Expression zu haben. In der Literatur
sind keine Angaben zu einer Regulation der p21 Expression durch NRTN oder GDNF
zu finden. Auch hier muss allerdings flr eine gesicherte Aussage der hier

durchgefuhrten Versuchsreihen die Probenzahl wesentlich erhéht werden.

Der MAPK Signalweg wird in RPE Zellen durch oxidativen Stress erhoht (Glotin et al.
2006; Ho et al. 2006). Des Weiteren wurde bei AMD Erkrankten bereits eine fehlerhafte
Regulation des MAPK Signalwegs beschrieben (Dridi et al. 2012; zusammengefasst

in Kyosseva 2016). Auch in neuronalen Zellen fihrt oxidativer Stress zu einer
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Hochregulierung bzw. Aktivierung des MAPK Signalwegs (Liu et al. 1996; Samanta et
al. 1998). In hiPSC-RPE Zellen wurde im Einklang mit diesen Daten durch den
oxidativen Stress eine deutliche Erhdhung der cFOS Expression gemessen. Um den
Effekt von NRTN statistisch gesichert zu evaluieren, mussen zusatzliche Replikationen
durchgefiuihrt werden. Bei Weri-Rb1 Zellen wurde, ebenfalls im Einklang mit den oben
beschriebenen Daten, sowohl durch oxidativen Stress als auch durch NRTN eine

Steigerung der cFOS Expression induziert.

5.4 Ausblick

In dieser Arbeit konnten verschiedene Zellsysteme flr funktionelle Untersuchungen
zum Einfluss von NRTN bzw. den beiden polymorphen Isoformen auf AMD-assoziierte
zellulare Prozesse etabliert werden. Hierzu gehoéren die Aktivierung von MAPK
Signalwegen, Autophagie, neuronale Differenzierung und Expressionsveranderungen
auf oxidativen Stress. Damit wurde eine Grundlage fur Versuche geschaffen, welche
einen Effekt des AMD-assoziierten Polymorphismus rs79744308 auf diese Prozesse
und somit die mogliche Beteiligung dieses Polymorphismus in der AMD Pathogenese
untersuchen. Hierfur sollten weitere Replikationen der beschriebenen Versuche mit
erhohter Probenzahl durchgefihrt werden. Darliber hinaus gilt es noch, weitere
Versuche zu etablieren, welche den Einfluss von NRTN auf andere AMD-assoziierte
Prozesse, wie Apoptose oder choroidale Neovaskularisation adressieren. Erganzt
durch in vivo Daten kdnnten so mdogliche Zusammenhange mit Mechanismen der
AMD-Pathogenese aufgeklart werden und dadurch auch Anhaltspunkte flr neue
Therapieansatze abgeleitet werden. So wird NRTN zum Beispiel bereits in mehreren
Studien als vielversprechendes therapeutisches Agens bei der Behandlung von
Morbus Parkinson untersucht (Marks et al. 2010; zusammengefasst in Lindholm et al.
2016; Runeberg-Roos et al. 2016; Axelsen und Woldbye 2018). Weitere
Untersuchungen kénnten somit auch einen therapeutischen Nutzen von NRTN in der

Therapie der AMD nahelegen.
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6 Zusammenfassung

Die AMD ist eine degenerative Erkrankung der Netzhaut und geht mit einem Absterben
von RPE Zellen und Photorezeptoren, speziell in der zentralen Region der Netzhaut,
der Makula, einher (zusammengefasst in Ding et al. 2009). Als fihrende Ursache fur
irreversible Sehschaden bei Menschen dber 60 Jahren in der westlichen Welt
(zusammengefasst in Wong et al. 2014), ist die AMD eine weit verbreitete
multifaktorielle Erkrankung, welche mit hohem Leidensdruck bei den Erkrankten
verbunden ist. Mehrere Faktoren tragen zur Entstehung der Erkrankung bei. Dazu
gehort neben Alter, Rauchen, Ethnizitdt und weiteren Umweltfaktoren auch und zu
einem grofRen Anteil die genetische Disposition. Varianten im CFH Gen und im
ARMS2/HTRAL1 Locus machen dabei den Grof3teil des genetischen Risikos aus
(zusammengefasst in DeAngelis et al. 2017). Nachdem die AMD unbehandelt zur
Erblindung fuhrt und lediglich flr die CNV, die ,feuchte Spatform der AMD, mit der
anti-VEGF Therapie eine Mdglichkeit zur Behandlung existiert, besteht die Hoffnung,
dass die zunehmende Aufklarung der molekularen Pathogenese der AMD,
insbesondere der geographischen Atrophie, zu weiteren therapeutischen Ansétzen
fuhrt.

In einer Genom-weiten Assoziationsstudie im Jahr 2016 wurden von Fritsche und
Kollegen 18 bekannte und 16 neue AMD-assoziierte Genloci mit Genom-weiter
Signifikanz beschrieben (Fritsche et al. 2016). Fiur dieses Projekt sollte der AMD-
assoziierte Polymorphismus rs79744308:G>A im NRTN-Gen bezuglich seines Effekts
auf die NRTN Proteinfunktion analysiert werden, um so einen mdglichen Einfluss von

NRTN auf die AMD-Pathogenese zu untersuchen.

Bindeversuche der nicht protektiven (rs79744308:G) und der protektiven
(rs79744308:A) NRTN Varianten an den Zelllinien ARPE-19, BV2, Hek293 EBNA,
hiPSC-RPE, HUVEC, Weri-Rbl und Y-79, welche auch in anschlieenden
funktionellen Versuchen eingesetzt wurden, zeigten die Bindung von NRTN an diese
Zelllinien, jedoch keinen Effekt von rs79744308 auf die Bindungsaffinitat. Im nachsten
Schritt wurden dann Anséatze etabliert, welche als Grundlage fur Versuche zum Effekt
von NRTN auf AMD-assoziierte zellulare Prozesse dienten. Die Aufreinigung
rekombinant hergestellten NRTNs misslang trotz mehrerer Modifikationen des

Versuchsprotokolls, vermutlich aufgrund der Bindung von NRTN an das
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Saulenmaterial. Daraufhin wurden weitere Ansétze entwickelt, welche eine
Untersuchung von AMD-assoziierten Prozessen an Zellen ermdoglichten, die auf
NRTN-haltiger EZM kultiviert worden waren. Des Weiteren wurden bicistronische
Expressionsvektoren kloniert, welche die gleichzeitige heterologe Expression von GFP
als Transfektionsmarker und NRTN ermdglichten. Durch diese Vektoren kdnnen
funktionelle Analysen an Zellen durchgefiihrt werden, die heterolog NRTN der AMD-
protektiven oder nicht protektiven assoziierten Variante exprimieren. Hierfir wurden

zusatzlich verschiedene Transfektionsstrategien fur retinale Zelllinien ausgetestet.

In ersten funktionellen Versuchen wurde ein Effekt von NRTN auf den ERK Signalweg
und die neuronale Differenzierung von Weri-Rb1 Zellen gezeigt. Untersuchungen zur
Autophagie wiesen eine erfolgreiche Autophagie-Induktion in Weri-Rb1 nach, wahrend
dies bei ARPE-19 und hiPSC-RPE Zellen misslang. In Expressionsstudien wurde die
Veranderung spezifischer Transkripte in Weri-Rb1 und hiPSC-RPE Zellen, welche
eine Rolle in der AMD-Pathogenese spielen, auf oxidativen Stress hin untersucht. Die
ersten Ergebnisse lassen bereits auf Effekte von NRTN bei der Expression bestimmter
Gene, wie zum Beispiel cFOS schlieBen. Weitere Replikationen und eventuelle
Modifikationen der Versuchsprotokolle (z.B. fir Autophagie-Induktion in RPE-
Zelllinien) mussen durchgefuhrt werden, um die beobachteten Effekte zu verifizieren
und mit der ngtigen statistischen Aussagekraft zu versehen.
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7 Abstract

AMD is a degenerative disease of the retina and is accompanied by a loss of RPE cells
and photoreceptors in the central region of the retina, the macula (summarized by Ding
et al. 2009). As the leading cause for irreversible blindness in people over 60 years of
age in western societies (summarized in Wong et al. 2014), AMD ist a wide-spread
disease causing great suffering for affected individuals. Many risk factors contribute to
its development. These include age, smoking, ethnicity and other environmental
factors as well as genetic disposition. Variants in the CFH gene and in the
ARMS2/HTRAL locus account for the largest part of the genetic risk (summarized in
DeAngelis et al. 2017). As AMD leads to irreversible blindness if left untreated, and as
there is only a therapeutic possibility for CNV, the ,wet" late stage AMD, there is hope
that further clarification of the AMD pathogenesis will lead to new therapeutical

approaches, specifically for the “dry” atrophic form of the disease.

In a large genome-wide association study, Fritsche and colleagues identified 18 known
and 16 new AMD associated gene loci with genom-wide significance (Fritsche et al.
2016). In the present thesis, the AMD associated polymorphism rs79744308:G>A in
the NRTN gene was analysed for its effects on NRTN protein function, in order to
investigate a putative involvement of NRTN in AMD pathogenesis.

Binding assays of the non protective and protective NRTN variants to the cell lines
ARPE-19, BV2, Hek293 EBNA, hiPSC-RPE, HUVEC, Weri-Rb1l and Y-79, which were
also used for further functional investigations, showed binding of NRTN to these cell
lines, although there was no effect of rs79744308 on binding affinity. In the next step,
model systems were established as a basis for further investigations of NRTN effects
on AMD associated cellular processes. The purification of recombinantly produced
NRTNs failed despite different modifications of the initial purification protocol,
presumably due to binding of NRTN to the column material. Consequently further
approaches were developed enabling an investigation of cells which had been
cultivated on NRTN-containing ECM. Furthermore bicistronic expression vectors were
cloned facilitating simultaneous heterologous expression of GFP as a transfection
marker and the NRTN propeptide. These vectors now allow functional analyses on

cells which heterologously express NRTN of the AMD non protective or protective
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variant. In connection therewith, different transfection conditions were tested for retinal

cell lines.

First results from the functional assays revealed an effect of NRTN on the ERK
signaling pathway, but also an effect on neuronal differentiation of Weri-Rb1 cells.
Experiments adressing autophagy showed a successful autophagy induction in Weri-
Rb1 cells, but not in ARPE-19 or hiPSC-RPE cells. After oxidative stress treatment the
expression of specific target genes that play a role in AMD pathogenesis was
investigated in gRT-PCR experiments in Weri-Rb1 and hiPSC-RPE cells. First results
indicate an effect of NRTN on the expression of distinct genes, like cFOS. Nevertheless
additional replications and modifications of the assay protocols (e.g. for autophagy
induction in RPE cell lines) need to be performed to verify observed effects and provide

appropriate statistical significance.
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8 AbkuUrzungsverzeichnis

Abktrzung Erklarung

] Mikro

pul Mikroliter

UM Mikromolar

A Ampére

AAP Antarktische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BSA Bovines Serum Albumin

cDNA g;zm;alementary DNA (komplementére

cm Zentimeter

CNV Choroidale Neovaskularisation

Dapi 4',6-Diamidin-2-phenylindol

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyrit_)onucleinac_id
(Desoxyribonukleinsaure)

dNTP Nukleosidtriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

et al. et aliter (und andere)

EZM Extrazelluldare Matrix

FBS/ ECS Eg}zlel:soevrllr;rerf)calf serum (Fotales

g Gramm

G-418 Geneticin

GA Geografische Atrophie

GEP Green f[uoreszent protgin (Grin
fluoreszierendes Protein)

h Stunde

H20- Hydrogen peroxide (Wasserstoffperoxid)

B Immunoblot

IHC Immunohistochemie

INL Inner nuclear layer (Innere Kérnerschicht)

IPL Inner plexiform layer (Innere plexiforme
Schicht)

kb Kilobasen
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kDA Kilodalton

I Liter

LB Liquid broth (flussige Brihe)

LE Leereluat

m Milli

M Molar

mA Milliampére

mAK Monoklonaler Antikérper

MAPK Mitogen-activated protein kinase

min Minute

mi Milliliter

mM Millimolar

MM Mastermix

MTT 1_—(4,5—Dimethylthiazol—2—yl)—3,5—
diphenylformazan

n Nano

ng Nanogramm

nm Nanometer

NRTN Neurturin

ns Nanosekunde

ONL Outer nuclear layer (AuRere Kornerschicht)

OPL Out(_er plexiform layer (AuRere plexiforme
Schicht)

pAK Polyklonaler Antikorper

PBS Phosphate buffered saliqe
(Phosphatgepufferte Saline)

PCR Polymerase_ chain reaction (Polymerase
Kettenreaktion)

Pen/ Strep Penicillin/ Streptomycin

PFA Paraformaldehyd

Poly-A Poly-Adenylierung

PVDF Polyvinylidenfluorid

gRT-PCR Sgggﬂ:gg\ﬁoiealtlme Polymerase

RNA Ribonucleinacid (Ribonukleinsaure)

RPE Retinales Pigmentepithel

rpm thations per minute (Umdrehungen pro
Minute)

RT Raumtemperatur

S Sekunde

SDS Sodiumdodecylsulfat (Natriumdodecylsulfat)

SDS-PAGE g(;?ellrgr(srggﬁgﬂssu;fat Polyacrylamid-
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soc Super optim_al broth + glucose (super
optimale Brihe + Glucose)

TBE Tris Borat EDTA

TBS Tris-buffered saline (Trisgepufferte Saline)

Temed Tetramethylethylendiamin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Vv Volt

VEGE Vascular_endothelial growth factor (Vaskular
endothelialer Wachstumsfaktor)

wWB Western Blot
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