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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Altersbedingte Makuladegeneration

Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist eine chronisch progrediente
Erkrankung der Netzhaut und des darunterliegenden retinalen Pigmentepithels (RPE).
Namensgebend ist das haufig isoliert betroffene zentrale Areal der humanen Netzhaut,
die Makula (lat. macula lutea), der Bereich des scharfsten Sehens des menschlichen
Auges (Mitchell et al., 2018). Trotz des hohen Leidensdrucks und der
Einschrankungen der Betroffenen und des immensen sowohl materiellen als auch
immateriellen Aufwands fur die Gesundheitssysteme gibt es bis heute nur begrenzte
Mdoglichkeiten zur therapeutischen Behandlung der AMD (Al-Zamil und Yassin, 2017;
Hernandez-Zimbroén et al., 2018; Rastoin, Pages und Dufies, 2020).

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit sind etwa 8,7 % aller Menschen im Alter von 45-85 Jahren an der AMD
erkrankt, aufgrund des globalen Bevolkerungszuwachses und der steigenden
Lebenserwartung wird mit einer Zunahme von 196 Millionen Erkrankten im Jahre 2020
auf 288 Millionen in 2040 gerechnet (Wong et al., 2014). In Industrienationen ist die
AMD die haufigste Erblindungsursache bei Uber 65-Jahrigen (Grehn, 2019: 335). Am
haufigsten von der Erkrankung betroffen sind Menschen europaischer Herkunft bei
einer Pravalenz fir alle Formen der AMD von etwa 12,3 %, wéahrend sie mit 7,5 % in
der afrikanisch-stammigen Bevdlkerung, sowie mit 7,4 % bei Menschen asiatischen
Ursprungs deutlich niedriger liegt (Wong et al., 2014). Es l&sst sich jedoch tendenziell
beobachten, dass Regionen mit alterer Bevolkerung auch starker von der AMD
betroffen sind (Kawasaki et al., 2010; Jonas et al., 2014; Li et al., 2020). So lassen
sich beispielsweise in verschiedenen Studien zum Auftreten der frihen AMD in Europa
Pravalenzen von bis zu 24 % bei Uber 65-Jahrigen ermitteln (Brandl et al., 2016). Diese
demografischen Betrachtungen sind jedoch durch aktuelle Verdnderungen in der
Bevolkerungsstruktur, wie beispielsweise durch Migration in verschiedenen Teilen der
Welt nur von eingeschrankter Aussagekraft (Jonas et al., 2014; Jonas, Cheung und
Panda-Jonas, 2017).

Unterschiede in der Erkrankungswahrscheinlichkeit hinsichtlich des biologischen

Geschlechts bzw. der Pravalenz méannlicher und weiblicher Erkrankter werden von
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einigen Autoren negiert (Colijn et al., 2017; Popp et al., 2017), wahrend in anderen
Studien Frauen bei gleichem Risikoprofil haufiger an der Frihform der AMD erkranken
als Manner (Sasaki et al., 2018). Insgesamt lasst sich beobachten, dass Frauen
haufiger als Manner betroffen sind, was an ihrer tendenziell h6heren Lebenserwartung
und damit auch hoéherer Wahrscheinlichkeit, eine altersbedingte Erkrankung zu
entwickeln, liegen koénnte (Thomas, Mirza und Gill, 2021; Zou et al.,, 2021).
Andererseits werden aber auch pathomechanische Unterschiede zwischen den
Geschlechtern diskutiert (Pennington und DeAngelis, 2016).

Zusammenfassend konnte in Untersuchungen zur altersstandardisierten Pravalenz
der Erblindung durch eine AMD-Erkrankung zwischen 1990 und 2020 ein Ruckgang
um 30 % festgestellt werden, welcher vor allem auf die medikamentdse Therapie mit
Inhibitoren vaskularer endothelialer Wachstumsfaktoren (vascular endothelial growth
factor, VEGF) zurtickgefuhrt wird (Bourne et al., 2021, siehe auch Punkt 1.1.4).

1.1.2 Risikofaktoren

1.1.2.1 Physiologischer Alterungsprozess

Als einer der Hauptrisikofaktoren fur die AMD gilt das Alter (Chakravarthy et al., 2010).
Durch den physiologischen Alterungsprozess kommt es im menschlichen Kérper zu
Veranderungen hinsichtlich der zellularen Funktionen und deren Zusammenspiel im
Organismus (Hou et al., 2019). Einige dieser Verdnderungen werden als
Risikofaktoren zur Entstehung einer AMD gezahlt, wie beispielsweise Ablagerungen
hyalinen Materials (sog. Drusen) und Lipofuszins, die Anreicherungen von Lipiden und
Funktionseinschrankung an der Bruch’schen Membran, die erhdhte Exposition
gegeniber oxidativem Stress, sowie mitochondriale Schadigung und die Degeneration
retinaler Strukturen mit dem Untergang von Zellen (Chakravarthy et al., 2010; Ardeljan
und Chan, 2013; Sobrin und Seddon, 2014).

1.1.2.2 Genetik

Der Einfluss genetischer Faktoren auf die Entstehung der AMD wird auf 46 - 71 %
geschatzt (Seddon et al., 2005), wobei jedoch deren Einfluss auf chronisch,
progrediente Erkrankungen, wie der AMD, mit zunehmendem Alter der Patienten
sinken (Farkas und DeAngelis, 2021). Zur Untersuchung des Einflusses genetischer
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Faktoren auf eine Erkrankung konnen genomweite Assoziationsstudien (GWAS)
durchgefiuihrt werden, bei denen i.d.R. die haufigen Genotypen von Erkrankten und
Gesunden hinsichtlich ihrer DNA-Varianten auf statistisch signifikante Unterschiede
vergleichend untersucht werden (Pearson und Manolio, 2008). Die aktuellste und
umfangreichste GWAS zur AMD stammt von Fritsche und Kollegen aus dem Jahr 2016
und konnte bei einer Gesamtzahl von mehr als 43.000 Probanden fiir 52 unabhéangige
Varianten auf 34 Genloci eine statistisch hochsignifikante Assoziation mit der AMD
belegen (Fritsche et al., 2016). Besonders starke Effekte wiesen dabei
Sequenzvarianten im ARMS2/HTRAL- (age-related maculopathy susceptibility 2/high
temperature requirement A serine peptidase 1) Genlocus, sowie im Genlocus fur den
Komplementfaktor H (complement factor H, CFH) auf, welche bereits zuvor als starke
genetische Risikofaktoren fur die AMD beschrieben wurden (Jakobsdottir et al., 2005;
Rivera et al., 2005; Xing et al., 2008; Fritsche et al., 2016). Zu insgesamt 18 Varianten,
deren Zusammenhang mit der AMD bereits vorher diskutiert wurde, beispielsweise im
CFI-Gen, welches fur den Komplementfaktor I (complement factor 1, CFl) kodiert
(Fagerness et al., 2009; Van De Ven et al., 2013) oder im VEGFA-Gen (Lin et al., 2008;
Janik-Papis et al., 2009), kamen noch einmal 16 vorher unbekannte Varianten hinzu,
beispielsweise in den ABCALl (ATP-binding cassette subfamily A member 1)- oder
MMP9 (Matrixmetalloproteinase 9)-Genen (Fritsche et al., 2016). Die reine Assoziation
dieser Sequenzvarianten sagt jedoch nichts tiber Einfluss und Tragweite der jeweiligen

Varianten bei der Entstehung oder der Progression der AMD aus.

In vergleichenden Experimenten mit von AMD betroffenen Zwillingen konnten
aulBerdem Unterschiede in der Methylierung entsprechender Risikogene gezeigt
werden, die sich auf den Phéanotyp und die Schwere der Erkrankung auswirkten
(Hutchinson et al., 2014). So konnten neben den bereits durch GWAS mit der AMD
assoziierten Genvarianten auch neue Loci entdeckt werden, deren epigenetische
Modifikation mit der AMD in Zusammenhang stehen kdnnten (Porter et al., 2019). In
Zukunft konnten diese Erkenntnisse nicht nur zu therapeutischen Weiterentwicklungen
fuhren, sondern auch die Diagnostik der AMD unter Verwendung der DNA-
Methylierung als Biomarker erweitern (Gemenetzi und Lotery, 2020; Farkas und
DeAngelis, 2021)
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1.1.2.3 Ethnizitat

Ein weiterer Risikofaktor der AMD ist die Ethnizitat. Frihzeichen der AMD, wie die
Bildung von Drusen, sind in Bevdlkerungsgruppen kaukasischer Ethnie genauso
haufig zu finden, wie in der nicht-kaukasischen Bevolkerung (Chakravarthy et al.,
2010; Salimiaghdam et al., 2019). Jedoch ist das Risiko zur Entwicklung
fortgeschrittener AMD-Formen fir die hellhautigere Bevoélkerung héher, was an einem
geringeren Melaningehalt der RPE-Zellen liegen kdnnte, welches sich protektiv gegen
freie Radikale auswirken kann (Lambert et al., 2016; Salimiaghdam et al., 2019). Auch
die Pigmentierung der Iris und damit die Augenfarbe koénnte einen Einfluss auf die
Entstehung der AMD haben (so verdoppelt sich das Risiko bei hellerer Farbung der
Iris), wobei ebenfalls die Schutzwirkung des Melanins vor Radikalen und UV-Licht als
Ursache diskutiert wird (Chakravarthy et al., 2010; Lambert et al., 2016).

1.1.2.4 Umweltfaktoren

Vor allem das Rauchen und die dadurch entstehende Exposition vulnerabler Gewebe
gegenuber Schadstoffen tragen als exogene Faktoren wesentlich zu einem erhdhten
Risiko fur die AMD-Entstehung bei (Hernandez-Zimbron et al., 2018; Heesterbeek et
al., 2020). Gleichzeitig verdoppelt sich bei Rauchern auch das Risiko der Progression
der Erkrankung von frihen Formen zur Spatform (AREDS Research Group, 2000;
Swaroop et al., 2009; Chakravarthy et al., 2010; Velilla et al., 2013). Dabei kdnnte
sowohl der degenerative Einfluss der freigesetzten Substanzen auf die choroidale
Blutversorgung und damit hypoxische, ischdmische und infarzierende Prozesse eine
Rolle spielen, als auch die Schadigung der Gewebe durch vermehrten oxidativen
Stress und die Reduktion antioxidativ wirkender Schutzsubstanzen (Ding, Patel und
Chan, 2009; Velilla et al., 2013; Hernandez-Zimbron et al., 2018). Auch epigenetische
Veranderungen werden als Ursache fur die negativen Auswirkungen des Rauchens
auf die AMD-Entstehung diskutiert (Farkas und DeAngelis, 2021).

Ein weiterer exogener Risikofaktor ist verstarkte UV- und Sonnenlichtexposition der
Augen, welche zu direkter Schadigung tber phototoxische Effekte und Bildung von
Radikalen fuhrt (Delcourt et al., 2014; Hernandez-Zimbrén et al., 2018; Zhou et al.,
2018). So konnten beispielsweise auch Katarakt-Operationen, bei denen die

physiologisch gealterte, hyperrefraktare Linse durch ein Kunststoffimplantat ersetzt
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wird, einen Risikofaktor fur die Entstehung der AMD darstellen, da durch die
Entfernung der natirlichen Linse und ihrer Filterfunktion eine wichtige UV-Barriere
verschwindet (Hernandez-Zimbrén et al., 2018; Zhou et al., 2018; Gan et al., 2020).
Es wird diskutiert, ob dieser Effekt durch Implantation einer Intraocularlinse mit Blau-
Licht-Filter begrenzt werden konnte (Downie, Busija und Keller, 2018; Hammond,

Sreenivasan und Suryakumar, 2019).

Weiter werden auch ein erhohter Body-Mass-Index (BMI) und erhdhtes Korpergewicht
zu den Risikofaktoren gezahlt (Chakravarthy et al., 2010; Zhang et al., 2016;
Salimiaghdam et al., 2019). Durch vermehrte oxidative Schadigung, Foérderung
inflammatorischer Prozesse und die Veranderung der Zusammensetzung von Lipiden
und Lipoproteinen im Blut kommt es zu Gewebsverédnderungen, die schlief3lich das
Risiko fur die Entstehung einer AMD erhdhen (Jarrett und Boulton, 2012; Zhang et al.,
2016). Auch ein Zusammenhang zwischen der AMD und anderen Erkrankungen wird
diskutiert, beispielweise kardiovaskularen Erkrankungen, Hypercholesterindmie und
Hypertonie (Lim et al., 2012; Pennington and DeAngelis, 2016; Salimiaghdam et al.,
2019).

1.1.3 Krankheitsbild und molekulare Pathogenese

1.1.3.1 Symptombild und Krankheitsverlauf

Patienten, welche eine AMD entwickeln, haben zu Beginn der Erkrankung oft wenige
oder keine Symptome, der Beginn ist schleichend, jedoch progredient (Ambati und
Fowler, 2012; Van Lookeren Campagne et al., 2014; Michalska-Matecka et al., 2015).
Erste Einschrdnkungen bei der Frihform der AMD zeigen sich haufig beim Lesen
durch eine verminderte Sehscharfe (Visus) und Kontrastwahrnehmung, besonders
unter schlechten Lichtverhaltnissen (Chung, 2020; Thomas, Mirza und Gill, 2021).
Manche Patienten bemerken diese Verschlechterung des Sehens zunachst nicht,
besonders Patienten in schlechtem Allgemeinzustand klagen aber beispielsweise Uber
vermehrtes Stolpern, Stirze und Verletzungen (Wood et al., 2011; Van Landingham
et al., 2014).

Morphologisches Korrelat dieser frihen Stadien ist das Auftreten spezifischer harter
oder weicher Drusen in der Untersuchung des Augenhintergrundes (Funduskopie)
(Ardeljan und Chan, 2013; Garcia-Layana et al., 2017). Unter klassischen Drusen

5



Einleitung

versteht man Ablagerungen hyalinen Materials zwischen der Basallamina des RPE
und der inneren Kollagenschicht der Bruch’schen Membran, also der Grenz-
Basallamina zwischen RPE-Zellen und Aderhaut (Hageman und Mullins, 1999).
Jedoch konnen drusenoide Ablagerungen auch im subretinalen Raum gefunden
werden (Rudolf et al., 2008; Spaide, Ooto und Curcio, 2018). Bestandteile von Drusen
kénnen unter anderem Komponenten des Komplementsystems, inflammatorische
Proteine, sowie oxidativ modifizierte Lipide und Lipoproteine sein (Crabb et al., 2002;
Wang et al., 2010; Boon et al., 2013). Harte Drusen entsprechen dabei kleinen,
begrenzten und einzeln lokalisierten gelblichen Ablagerungen mit einem Durchmesser
<63 um, welche mit einem hoheren AMD-Risiko assoziiert sind (Ding, Patel und Chan,
2009; Michalska-Matecka et al., 2015). Weiche Drusen dagegen gelten als Risikofaktor
fur die Entwicklung der AMD-Spéatformen, sie sind heller, gréRer, unscharf begrenzt
und haufig konfluent (Ding, Patel und Chan, 2009; Michalska-Matecka et al., 2015;
Somasundaran et al.,, 2020). Schreitet die Erkrankung fort, kbnnen Skotome im
zentralen Gesichtsfeld auftreten, zuséatzlich zu raumlichen Verzerrungen (sog.
Metamorphopsien) (Keane et al., 2015; Al-Zamil und Yassin, 2017; Stahl, 2020). Beim
Ubergang zu den Spatformen der AMD zeigen sich im Augenfundus zusatzlich
Veranderungen der Pigmentierung (hypo- oder hyperpigmentiertes RPE, Abbildung
1) und Verdickungen der Bruch’schen Membran (Ding, Patel und Chan, 2009; Lim et
al., 2012; Garcia-Layana et al., 2017).

Zu den Spatformen der AMD zahlen die ,trockene® geografische Atrophie (GA) und als
Unterformen der ,feuchten® AMD die choroidale Neovaskularisation (CNV) und die
retinale Neovaskularisation (retinal angiomatous proliferation, RAP) (Lim et al., 2012;
Michalska-Matecka et al., 2015; Tsai et al., 2017).
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Abbildung 1: Funduskopie-Aufnahmen unterschiedlicher AMD-Formen.

Gezeigt sind funduskopische Aufnahmen des Augenhintergundes: (A) einer gesunden Person mit
physiologischer Makula im zentralen Bereich und retinalen Gefal3en; (B) einer an AMD-erkrankten
Person mit GA. Es sind groRRe, hypopigmentierte Areale und eine fast depigmentierte Makula zentral zu
erkennen; und (C) einer AMD-erkranken Person mit CNV. Zu erkennen sind pathologische
GefalRneubildungen und Einblutungen als dunkle, rote Flecken (nach Ambati und Fowler, 2012).

Bei der haufigeren GA kommt es zu einer fortschreitenden, flachigen Atrophie des
zentralen RPE und zum Absterben von Photorezeptoren (Ding, Patel und Chan, 2009;
Van Lookeren Campagne et al., 2014; Garcia-Layana et al., 2017). Durch den Verlust
der Sehscharfe verschlechtert sich das Sehvermdgen Uber viele Jahre hinweg
kontinuierlich (Lim et al., 2012; Michalska-Matecka et al., 2015).

Bei der neovaskularen Form der AMD kommt es zum Wachstum unreifer,
pathologischer Blutgefal3e aus retinalen oder choroidalen GefalRen des Auges (Van
Lookeren Campagne et al., 2014; Campochiaro, 2015; Michalska-Matecka et al.,
2015). Dabei kann es besonders bei der RAP zum Austritt freier Flissigkeit oder zu
Blutungen kommen (Tsai et al., 2017). Im Falle der CNV kann dies zu einer Anhebung
des RPE und daruberliegender Anteile der Netzhaut fihren (Ding, Patel und Chan,
2009; Lim et al., 2012; Van Lookeren Campagne et al., 2014). Die Verschlechterung
des Visus tritt hierbei meist sehr plotzlich ein und die Progression hin zum
vollstandigen Verlust verlauft schneller als bei der GA (Ambati und Fowler, 2012; Van

Lookeren Campagne et al., 2014).

Der Leidensdruck der Patienten ist hoch, denn die Erkrankung und ihre Symptomatik
bergen grolRe Einschrdnkungen in Aktivitdten des taglichen Lebens (Gopinath et al.,
2014; Taylor et al., 2016), begleitende Erkrankungen wie Depressionen kénnen sich
entwickeln (Casten und Rovner, 2013; Dawson et al., 2014). Unbehandelt fuhren beide
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Spatformen zu einem grof3flachigen Verlust des Sehvermdgens (Lim et al., 2012;
Jonas et al., 2014; Bourne et al., 2021).

1.1.3.2 Molekulare Pathogenese
Wahrend man lange von einer vorwiegend sub-RPE gelegenen Genese der AMD
ausging, wurden speziell in den letzten Jahren auch pathologische Veranderungen im

subretinalen Bereich mit der AMD-Pathogenese in Verbindung gebracht.

Eine wichtige Rolle bei der AMD-Entstehung spielen reaktive Sauerstoffderivate
(reactive oxygen species, ROS), welche durch die Reduktion molekularen Sauerstoffs
in der mitochondrialen Atmungskette, bei enzymatischen Reaktionen und durch die
Wirkung von UV-Licht und ionisierender Strahlung entstehen (Kauppinen et al., 2016;
Nita und Grzybowski, 2016; Doménech und Marfany, 2020). Intrazellular fihrt
oxidativer Stress zu DNA-Schéden in Zellkern und Mitochondrien, zur Expression pro-
inflammatorischer Cytokine, zu einer Abnahme Autophagie-assoziierter Mechanismen
und der Induktion apoptotischer Signalwege an der subretinalen Schnittstelle zwischen
Photorezeptoren und RPE-Zellen, was zu chronischer Entzindung und erhohter
Expression von Wachstumsfaktoren wie VEGF fihren kann (Datta et al., 2017;
Hernandez-Zimbrén et al., 2018). Proteine und Lipide werden durch ROS in ihrer
chemischen Struktur modifiziert und deren Abbau Uber Proteasomen und Lysosomen
behindert, wodurch es zur Bildung hyaliner Ablagerungen kommen kann (H6hn, Kénig
und Grune, 2013). Ablagerungen, die sich unter dem RPE ansammeln, werden als
Drusen bezeichnet und finden sich klassischerweise in den Augen AMD-Erkrankter,
kénnen aber auch eine unspezifische Veranderung des Alterns darstellen (Kinnunen
et al.,, 2012; Michalska-Matecka et al., 2015). Subretinal gelegene Ablagerungen
werden - in Abgrenzung zu klassischen Drusen - als Pseudodrusen oder drusenoide
Ablagerungen bezeichnet, sie zeigen eine &hnliche Protein-, jedoch eine andere
Lipidzusammensetzung und sind mit einem héheren individuellen Risiko fur eine AMD-

Entwicklung assoziiert (Spaide, Ooto und Curcio, 2018; Wightman und Guymer, 2019).

Ein weiteres wichtiges Merkmal der AMD-Pathogenese ist die eingeschrankte
Funktion von RPE-Zellen und Photorezeptoren (Somasundaran et al., 2020; Thomas,
Mirza und Gill, 2021; Shughoury, Sevgi und Ciulla, 2022). Eine der wesentlichen
Aufgaben der RPE-Zelle ist die Phagocytose abgestol3ener Photorezeptor-
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Aulensegmente aus dem subretinalen Raum (Kwon und Freeman, 2020; Lakkaraju
et al.,, 2020). Das RPE und die Photorezeptoren stehen durch ihre vergleichsweise
hohe Stoffwechselleistung, eine hohe Versorgungsdichte mit Sauerstoff und erhéhter
Exposition gegenuber UV-Licht besonders unter dem Einfluss von oxidativem Stress
(Yu-Wai-Man, Griffiths und Chinnery, 2011; Farrar et al., 2013; Lambert et al., 2016;
Kaarniranta et al., 2019). Durch Stérung der Phagocytose-Prozesse kann es bei der
Oxidation und anschlie3ender Aufnahme von Photorezeptor-Auf3ensegmenten durch
RPE-Zellen zur Akkumulation kataboler Stoffwechselprodukte kommen, welche sich
sowohl extra- als auch intrazellular ablagern und  AMD-typische
Entzindungsreaktionen induzieren (Curcio et al., 2011; Ferrington, Sinha und
Kaarniranta, 2016; Kauppinen et al., 2016). Mit steigendem Alter nehmen Zahl und
GroRRe der Ablagerungen zu, die Schadigung intensiviert sich und durch den schnellen
Anstieg der oxidativen Last wird die antioxidative Kapazitat der Netzhaut ab einem
bestimmten Zeitpunkt Gberschritten (Hernandez-Zimbron et al., 2018). Dem Verlust
der RPE-Zellen und Photorezeptoren folgt im weiteren Verlauf der Verlust weiterer
neuronaler Bestandteile der Netzhaut (Barresi et al., 2023)

Auch die Fehlregulation von Signalwegen, beispielweise der Mitogen-aktivierte-
Proteinkinase (mitogen activated protein kinase, MAPK)-Signalweg, tragt zur AMD-
Pathogenese bei (Kyosseva, 2016; Zhang et al., 2020). Mitglieder der MAP-Kinasen
sind an der Regulation entziindlicher Prozesse (Guo et al., 2014; Tao et al., 2016), als
auch an der Angiogenese Uber VEGF beteiligt, welche als zentraler Mechanismus in
der Entwicklung der CNV gilt (Liu et al., 2010; Stefansson, Geirsdéttir und Sigurdsson,
2011; Xie et al.,, 2011). Besonders die Aktivitat von VEGF-A Uber den VEGF-R2-
Rezeptor spielt in der Entstehung der neovaskularen AMD eine entscheidende Rolle
(Hernandez-Zimbrén et al., 2018; Finger et al.,, 2020). MAP-Kinasen sind auch in
Mechanismen der Zellhoméostase beteiligt, wie der Apoptose und der Autophagie
(Zhou et al., 2015; Yue und Lopez, 2020). Fehlerhaft gesteuerte Autophagie- oder
Apoptosemechanismen der RPE-Zellen und Photorezeptoren kbnnen zum Zelltod, zur
Zellablésung und Atrophie der Netzhaut in der AMD fuhren (Cagnol und Chambard,
2010; Ryter, Cloonan und Choi, 2013; Z.-Y. Zhang et al., 2020).

Weiter konnten verschiedene Komplementfaktoren unter anderem als Bestandteil
AMD-spezifischer Drusen ausgemacht werden (Crabb et al., 2002; Wang et al., 2010;
Frederick und Kleinman, 2014) und die durch GWAS detektierten AMD-assoziierten
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Polymorphismen befinden sich ebenfalls héaufig in Genen fur Faktoren des
Komplementsystems (Fritsche et al., 2016; Geerlings, de Jong und den Hollander,
2017). Durch die Aktivierung von Inflammasom-Komplexen am Ende der
Komplementkaskade werden Cytokine gebildet, welche zusammen mit einer
genetischen Pradisposition zur Dysregulation des Komplementsystems (beispielweise
durch Modifikationen in den Genen von Komplementfaktoren) verstarkende Effekte auf
die Krankheitsentwicklung haben konnten (Ding, Patel und Chan, 2009; Ambati,
Atkinson und Gelfand, 2013; Shughoury, Sevgi und Ciulla, 2022).

Letztlich wird auch die Struktur der extrazellularen Matrix (EZM) mit der AMD-
Pathogenese in Verbindung gebracht. Verschiedene Mutationen in EZM-Bestandteilen
konnen zu Erkrankungen speziell der Makula und zur Aktivierung des
Komplementsystems, sowie zur Steigerung der VEGF-Sekretion fuhren (Johnson und
Anderson, 2004; Nilsson und Nilsson Ekdahl, 2012; Fernandez-Godino, Bujakowska
und Pierce, 2018). Beispielsweise kann die Degradation der EZM durch die
Matrixmetalloproteinasen (MMP) MMP2 und MMP9 Uber Induktion der Angiogenese
durch ein Ungleichgewicht anti- und proangiogener Faktoren an der Pathogenese der
CNV beteiligt sein (Hernandez-Zimbroén et al., 2018).

1.1.4 Aktuelle Therapie der AMD

Die Basis zur Behandlung und Vorbeugung der AMD bildet der Verzicht auf bekannte
und vermeidbare Risikofaktoren, wie das Rauchen und die Exposition gegentber UV-
Licht (Al-Zamil und Yassin, 2017; Stahl, 2020). Weiter wird auch die Einnahme
bestimmter Nahrungserganzungsmittel, wie beispielsweise Omega-3-Fettsduren,
Carotinoide und Vitamine, sowie Antioxidantien diskutiert (Moschos et al., 2018). Eine
spezielle Mischung aus den Vitaminen C und E, Zink, B-Carotin, Lutein und Zeaxanthin
wurde von der AREDS-Forschungsgruppe als Mittel zur Verzdégerung des
Fortschreitens der frihen AMD zu spéateren Formen empfohlen (AREDS Research
Group, 2000; Kassoff et al., 2001), welche spater durch weitere Vitamine und Minerale

erganzt wurde (Evans und Lawrenson, 2017).

Wahrend fur die Behandlung der GA derzeit keine weitere standardisierte Methode
existiert, sind fur die Behandlung der Neovaskularisationen verschiedene zugelassene

medikamentdse Optionen in Verwendung. Ranibizumab ist ein humanisiertes,

10



Einleitung

monoklonales Immunglobulin G 1 (IgG 1) kappa-Isotyp Antigen-bindendes Fragment
(Fab), das VEGF-A mit hoher Affinitat bindet (Hernandez-Zimbron et al., 2018) und in
95 % der behandelten Patienten mit neovaskularer AMD zu einer Stabilisierung und
Verbesserung der Sehschéarfe fuhrt (Velez-Montoya et al.,, 2013). Bei Aflibercept
handelt es sich um ein Fusionsprotein, das zwei Bindungsdomanen der humanen
VEGF-Rezeptoren R1 und R2 mit einem Fc-Fragment von humanem IgG 1 verbindet
(Sarwar et al., 2016). Das Protein zeigt eine hohere Bindungsaffinitat zu VEGF-A als
der naturliche Rezeptor, bindet jedoch gleichzeitig auch an VEGF-B und plazentaren
Wachstumsfaktor 1 (placental growth factor 1, PGF1) und blockiert damit die Wirkung
dieser angiogenen Wachstumsfaktoren (Velez-Montoya et al.,, 2013; Ashraf und
Souka, 2017). Bevacizumab ist ein kompletter humaner Antikdrper, der alle VEGF-
Isoformen binden und ihre Wirkung damit blockieren kann (Sarwar et al., 2016). Die
Vorteile dieses okular als ,off-label“ genutzten Chemotherapeutikums liegen dabei vor
allem in geringeren Nebenwirkungen als sein fir die Behandlung der AMD
zugelassenes Pendant Ranibizumab und geringeren Kosten bei gleichem Erfolg
(Sarwar et al., 2016; Herndndez-Zimbrén et al., 2018; Bro et al., 2020). Zuletzt wurde
Brolucizumab fur die klinische Anwendung an Patienten mit neovaskularer AMD
zugelassen (Bulirsch et al., 2022). Brolucizumab ist ein humanisiertes einzelkettiges
Antikorperfragment (scFv), welches alle VEGF-A-Isoformen bindet und mit dem bisher
deutlich langer anhaltende Effekte erzielt werden konnten als mit vergleichbaren
intravitreal applizierten anti-VEGF-Medikamenten (Tadayoni et al., 2021).

Die anti-angiogene Therapie behandelt so die Konsequenzen langanhaltender
zellularer Schadigung, wirkt jedoch weder praventiv noch prophylaktisch der
Entwicklung der AMD entgegen, sodass sich Entwicklung und Lauf der Erkrankung
zwar nicht aufhalten lassen, aber die zeitlichen Auswirkungen begrenzt und die
Progression verzogert werden kann (Hernandez-Zimbron et al., 2018). Verschiedenste
weitere Therapieformen befinden sich in Entwicklung (Richer et al., 2014; Jaffe et al.,
2021; Deng et al., 2022; Lin et al., 2022).

1.2 Maglicher Einfluss des Vitronectins auf die AMD-Pathogenese
Um die genetisch beeinflussten Pathomechanismen aufzudecken und diese

Erkenntnisse zur Entwicklung neuartiger Therapieformen nutzen zu kdnnen, wurden
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am Institut fir Humangenetik funktionelle Analysen an AMD-assoziierten Genen
durchgefiihrt. Aus dem Datensatz von Fritsche und Kollegen zu AMD-assoziierten
Polymorphismen (Fritsche et al., 2016) wurden hierfur Gene ausgewahlt, welche direkt
mit der AMD, AMD-assoziierten Prozessen oder der retinalen Entwicklung in
Zusammenhang stehen. Die zu untersuchenden Gene und ihre Genprodukte sollten
zudem an der zellularen Regulation durch MAP-Kinasen beteiligt sein und die
entsprechenden Polymorphismen in exonischen Regionen der Gene liegen, was einen
potenziell groReren Einfluss auf die Funktionen des Gens oder Proteins vermuten

lieRe.

Eines dieser ausgewahlten Gene ist das Vitronectin (VTN)-Gen auf Chromosom 17.
Es erstreckt sich genomisch auf eine Region von etwa 5 kb, welche acht Exons und
sieben Introns beinhaltet (Preissner et al., 1997; Schvartz, Seger und Shaltiel, 1999).
In Exon 7 befindet sich der Einzelnukleotidpolymorphismus (single-nucleotide-
polymorphism, SNP) rs704. Dieser steht in hohem Kopplungsungleichgewicht (linkage
disequilibrium, LD) mit dem fihrenden SNP (lead-variant) rs11080055 (D" = 0,97; r? =
0,784; berechnet nach Machiela und Chanock, 2015), welcher im Intron 1 des
TMEM97-Gens lokalisiert ist (Fritsche et al., 2016). Zusammen mit 22 anderen SNPs
in hohem LD konnen so 95 % der AMD-Assoziation des TMEM97/VTN-Genlocus
erklart werden. Zudem konnte in neueren Untersuchungen gezeigt werden, dass die
Assoziation des SNP rs704 zu den neovaskularen Spatformen der AMD besteht, nicht
jedoch zu Fruhstadien oder GA- bzw. GA-CNV-Mischformen (Biasella et al., 2022).

Der SNP rs704 ist dabei die einzige exonische Variante, die durch einen
Basenaustausch von Cytosin (C) zu Thymin (T) an Position 1199 innerhalb dieses
Locus zu einer Missense-Mutation fuhrt. Dadurch kommt es in der Aminoséaure-

sequenz des Proteins an Position 400 zu einem Austausch von Threonin zu Methionin.

1.2.1 Aufbau des Vitronectins

Das Vitronectin wurde erstmals 1967 beschrieben und nach seiner Fahigkeit benannt,
an glasernen Oberflachen zellulare Haftung zu vermitteln (Holmes, 1967). Die VTN-
MRNA kann in den meisten Geweben des menschlichen Koérpers detektiert werden,
besonders nach Stress oder Traumen (Leavesley et al., 2013). Vitronectin wird in

hohen Konzentrationen von 200-400 pg/ml im Blutplasma gefunden (Felding-
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Habermann und Cheresh, 1993; Leavesley et al., 2013). Die Synthese erfolgt
vorrangig in der Leber als 75 kDa monomerisches Vorlauferprotein aus 459
Aminosauren (AS) (siehe Abbildung 2), das nach der Synthese sekretiert wird
(Preissner und Reuning, 2011; Leavesley et al., 2013). Im hinteren Augenabschnitt
kann VTN-mRNA vor allem in Geweben der neuralen Netzhaut (in Photorezeptoren
und Ganglienzellen) als auch in RPE-Zellen detektiert werden (Anderson et al., 1999;
Li et al., 2014). Im Blutplasma liegt Vitronectin meist in seiner monomerischen,
inaktiven Form vor. Der Kontakt mit Liganden, Rezeptoren oder verschiedenen
Oberflachen induziert eine Konformationséanderung und es folgt die Polymerisierung
zu grof3en Komplexen. Dadurch nimmt die Aktivitat des Proteins stark zu, vermutlich,
weil auf diese Weise im Zentrum des Proteins verdeckte Bereiche, wie die stark
konservierte RGD-Sequenz (Arg-Gly-Asp) freigelegt werden und beispielsweise als
Bindestelle fur Integrine und andere Moleklle dienen kdnnen (Izumi, Yamada und
Hayashi, 1989; Stockmann et al., 1993; Preissner und Reuning, 2011).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Vitronectin-Domanen.

Eingezeichnet sind wichtige Domé&nen des Proteins (Somatomedin-B-Doméane (SMB), Integrin-
bindende Doméane Arg-Gly-Asp (RGD), Heparin-bindende Doméne (HBD)) samt ihrer AS-Position,
anionische (-) und kationische (+) Bereiche, sowie die Stelle der endogenen Spaltung des Proteins und
die Position des SNP rs704 (modifiziert nach Schvartz, Seger und Shaltiel, 1999).

Stabilisiert wird das Protein einerseits durch ionische Wechselwirkungen zwischen
einer basischen, polykationischen Domé&ne am C-terminalen Ende und einer sauren,

polyanionischen Domane am N-terminalen Ende, andererseits auch durch multiple
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Disulfidbindungen an der C-terminalen Heparin-bindenden-Domane (HBD) und der N-
terminalen Somatomedin-B (SMB)-Domane (Schvartz, Seger und Shaltiel, 1999;
Leavesley et al., 2013). Die Cystein-reiche SMB-Doméne, welche 44 AS umfasst,
findet sich in vivo haufig abgespalten, wobei sie ihre biologische Aktivitat jedoch
beibehélt (Schvartz, Seger und Shaltiel, 1999; Leavesley et al., 2013). Das
abgespaltene SMB-Stiick homodimerisiert und kann dann beispielsweise mit dem
Urokinase-Rezeptor (urokinase plasminogen activator surface receptor, uPAR) oder
mit Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) binden (Schvartz, Seger und Shaltiel,
1999; Preissner und Reuning, 2011). Der Hauptteil des Vitronectins (AS 132-459) wird
aus mehreren Hamopexin-Domanen gebildet, welche eine Disulfidbriicke (Cys?’4-
Cys*®?) beinhalten (Schvartz, Seger und Shaltiel, 1999). Durch bisher nicht naher
bekannte Proteasen kann das reife 75 kDa Vitronectin an der Position Arg37°-Ala3® in
Polypeptide von 65 und 10 kDa gespalten werden (siehe Abbildung 2), welche Uber
die oben beschriebene Disulfidbriicke (Cys?’4-Cys*®3) verbunden bleiben (Preissner

und Reuning, 2011; Leavesley et al., 2013).

1.2.2 Funktionen des Vitronectins

In physiologischen Geweben tritt Vitronectin vor allem als Bestandteil der EZM und in
der Wand kleiner BlutgefalRe auf (Preissner und Reuning, 2011; Leavesley et al.,
2013). In der Netzhaut findet sich Vitronectin in der Bruch’schen Membran und in
retinalen BlutgefalRen (Anderson et al., 1999; Curcio und Johnson, 2012; Chakravarty
et al., 2022). Vitronectin besitzt matrizellulare Funktionen: es dient als Bindeglied
zwischen EZM-Bestandteilen und nicht-EZM-Molekilen, wie Rezeptoren auf
Zelloberflachen oder Cytokinen (Leavesley et al., 2013). Uber seine Kollagen- oder
Heparin-bindenden Domanen ist es in der EZM verankert und kann Funktionen wie
Zelladh&sion und -migration tber die Interaktion mit Integrinen vermitteln (Schvartz,
Seger und Shaltiel, 1999). Vitronectin nimmt auf3erdem Schlisselfunktionen in
wichtigen zell- und gewebsregulatorischen Mechanismen ein, wie der
Gefallhomoostase, Wundheilung und Gewebsregeneration sowie neuronaler
Zelldifferenzierung (Preissner und Reuning, 2011; Leavesley et al., 2013; Ruzha et al.,
2022). Wird Gewebe Stress ausgesetzt, so kann eine erhohte Expression des
Vitronectins und erhéhte Ablagerungen immunoreaktiver Proteinkomponenten im

interstitiellen Raum beobachtet werden (Seiffert, 1997; Sun et al., 2018; Biasella et al.,
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2020). Vitronectin reagiert dabei auf Stress oder Gewebsschadigung durch Interaktion
mit Faktoren des Komplementsystems und des Gerinnungssystems und fuhrt so zu
Immunreaktionen und Entztndungen, vor allem dann, wenn Vitronectin im Komplex
mit PAI-1 vorliegt (Leavesley et al., 2013; Biasella et al., 2023). Bei der Entstehung
von Tumoren spielt Vitronectin Gber die Angioneogenese, bei der Tumorinvasivitat und

in der Metastasenbildung ebenfalls eine wichtige Rolle (Leavesley et al., 2013).

Vitronectin kann tber unterschiedliche Integrin-Rezeptoren gebunden werden und die
Akkumulation der Integrine in Cluster auf der Zelloberflache (,protein-rafts®)
induzieren, welche neben Integrinen auch Bestandteile des Cytoskeletts und
Signalmolekile enthalten (Felding-Habermann und Cheresh, 1993; Leavesley et al.,
2013). Diese Proteinaggregationen werden auch als fokale Adh&sionskontakte
bezeichnet, welche eine Verbindung zwischen Umgebung und Zellinnerem herstellen
und Ausgangpunkte zellularer Kommunikation und Signalgebung sind (Leavesley et
al., 2013). Durch die unmittelbare Nahe der Liganden, Rezeptoren und Signalwegs-
Komponenten wird die Effektivitat der Signaltibermittlung und die zellulare Reaktion
darauf verstarkt, die Signalweiterleitung erfolgt tber intrazellulare Kinasen (Preissner

und Reuning, 2011; Leavesley et al., 2013).

1.2.3 Zusammenhang von Vitronectin mit der AMD-Pathogenese

Vitronectin wurde sowohl in AMD-assoziierten Drusen, subretinalen Ablagerungen als
auch in laminaren Konkrementen der Bruch’schen Membran nachgewiesen
(Hageman et al., 1999; Wang et al., 2010). Erh6hte Mengen von Vitronectin fanden
sich auch im Cytoplasma von RPE-Zellen AMD-Erkrankter (Pauleikhoff, 2005;
Lommatzsch et al., 2007).

Durch den SNP rs704 kommt es in der Aminosduresequenz des Vitronectins an
Position 400 zu einem Austausch von Threonin zu Methionin. Dies beeinflusst die
endogene Spaltung des Proteins und kdnnte so zu Veranderungen im biologischen
Verhalten des Vitronectins fuhren (Tollefsen, Weigel und Kabeer, 1990). In
funktionellen Analysen am Institut fir Humangenetik der Universitdt Regensburg
konnte der Effekt von rs704 auf die Spaltung des Vitronectins bestatigt werden.
Zusatzlich wurde ein Einfluss von rs704 auf die Expression, Sekretion und

Prozessierung, nicht jedoch die Oligomerisierung des Vitronectins festgestellt (Biasella
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et al., 2020). Auch zeigte sich ein Einfluss von Vitronectin auf die endotheliale
Adhasion, die Gefal3formierung und die Bildung der EZM (Biasella et al., 2020, 2022)
sowie ein Zusammenhang zu entzundlichen Prozessen in der AMD (Biasella et al.,
2023).

1.3 Ziel der Arbeit

Durch diese Arbeit sollten Erkenntnisse zu einer méglichen Rolle des Vitronectins in
der AMD-Pathogenese gewonnen werden. Im Gegensatz zu den vorher am Institut
durchgefuhrten funktionellen Untersuchungen, welche auf sub-RPE gelegene
pathologische Prozesse ausgerichtet waren, liegt der Fokus dieser Arbeit auf der
Beeinflussung subretinaler Prozesse. Es wurde dabei auch auf funktionelle
Unterschiede zwischen der nicht-AMD-assoziierten Variante VTN _rs704:C und der
AMD-assoziierten Variante VTN_rs704:T eingegangen. Die humane Retinoblastom-
Zelllinie Weri-Rb1 und dissoziierte retinale Zellen aus porcinen Netzhauten sollten als
Modelle genutzt werden, um die Adhasion retinaler Zellen unter Vitronectin-Einfluss zu
untersuchen. Anschlieend sollte der Einfluss der Vitronectin-Varianten auf die
oxidative Stressreaktion retinaler Zellen, im Speziellen auf Prozesse der
Zellhomoostase, wie Zellviabilitdt, Apoptose und Autophagie, naher untersucht
werden. Weiter sollten mithilfe von RPE-Zellen, welche aus humanen pluripotenten
Stammzellen (hiPSC) differenziert wurden (sogenannte hiPSC-RPE-Zellen) der
Einfluss der Vitronectin-Varianten auf die Phagocytose von porcinen Photorezeptor-
AulRensegmenten, sowie die Auswirkungen auf Phagocytose-assoziierte intrazellulare
Signalwege analysiert werden. Die aus dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse sollen
einen Beitrag zum genaueren Verstandnis der Pathomechanismen der AMD und

dadurch auch zur Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze leisten.
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2 Material
2.1 Zellen und Organismen

2.1.1 Escherichia coli (E. coli)

Tabelle 1: Auflistung des in dieser Arbeit verwendeten E. coli-Stamms und seiner Herkunft.
Stamm Herkunft
E. coli strain DH5a Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

2.1.2 Eukaryotische Zelllinien

Tabelle 2: Auflistung aller in der Arbeit verwendeter eukaryotischer Zelllinien, ihrer
Ursprungsorganismen, ihrer Ursprungszelltypen und ihrer Herkunft.

Zelllinie Ursprungs- Ursprungszelltyp Herkunft
organismus
Human embryonic kidney Homo embryonale ATCC; LGC
(HEK)-293-EBNA sapiens Nierenzellen Standards
GmbH, Wesel,
Deutschland
Human induced Homo humane, aus Institut far
pluripotent stem-cell sapiens pluripotenten Humangenetik,
derived retinal pigment Stammzellen Universitat
epithelium (hiPSC-RPE)* induzierte RPE- Regensburg,
Zellen Deutschland
Weri-Rb1l Homo Retinoblastomzellen ATCC; LGC
sapiens 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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2.1.3 Gewebe

Tabelle 3: Auflistung der in dieser Arbeit benutzten Gewebe, ihrer Ursprungsorganismen und

ihrer Herkunft.

Gewebe

Porcine Netzhaut

2.2 Oligonukleotide

Ursprungsorganismus  Herkunft

Sus scrofa domesticus Fleischzerlegebetrieb & Metzgerei

Arnold Kurth e.K., Regensburg,
Deutschland

Tabelle 4: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Primer zur Charakterisierung der hiPSC-
RPE-Zellen mittels Reverse Transkriptase (RT)-PCR.

Primername

5‘-3'-Sequenzen

hBEST1-RT-F CCTGCTGAACGAGATGAACA
hBEST1-RT-R GGACACCTGCAAATTCCTGT
hITGB8-RT-F ATCCTGTGCCAGGTGCCTT
hITGB8-RT-R TGGACGCAGCTGGATAGACAC
hOct4 RT Z F CGAGCAATTTGCCAAGCTCCTGAA
hOct4 RT_Z R TCGGGCACTGCAGGAACAAATTC
hRLBP1-RT-F ACAAGTATGGCCGAGTGGTC
hRLBP1-RT-R CCACATTGTAGGTCGTGGTG
hTYR-RT-F CCATGGATAAAGCTGCCAAT
hTYR-RT-R GCCCAGATCTTTGGATGAAA
huRPE65-RT-F CAATGGGTTTCTGATTGTGGA
Rpe65-R GGGTGAGAAACAAAGATGGG
RT_hSOX2-F ACACCAATCCCATCCACACT
RT_hSOX2-r GCAAACTTCCTGCAAAGCTC
GusB-Ex11-12_F GGTTGGAGAGCTCATTTGGA
GusB-Ex11-12_R CACGCAGGTGGTATCAGTCTT
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2.3 Plasmide und Expressionskonstrukte

Tabelle 5: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Plasmide/Expressionskonstrukte, ihres
Verwendungszwecks und ihrer Herkunft.

Vektor
pPEXPR-IBA103

pEXPR-IBA103-
VTN_rs704:C

pEXPR-IBA103-
VTN _rs704:T

2.4 Primare Antikorper

Verwendungszweck

Expressionskontrolle

Expression von
Streptavidin (Strep-)
getagtem VTN_rs704:C
Expression von Strep-
getagtem VTN _rs704:T

Herkunft

IBA life sciences,
Gottingen, Deutschland
Institut fir Humangenetik,
Universitat Regensburg,
Deutschland

Institut fir Humangenetik,
Universitat Regensburg,

Deutschland

Tabelle 6: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten primaren Antikorper, ihres Typs, der
Spezies des Expressionssystems, ihrer Verdinnung in der jeweiligen Anwendung, ihres
Verwendungszwecks und ihrer Herkunft.

Antikorper  Typ Spezies des Verdinnung
gegen Expressions-
systems

AKT mAK  Kaninchen 1:1.000 in
(C67E7) Antikorper-

l6sung 2
ATP1Al pAK  Kaninchen 1:2.000 in
(55187-1- Antikorper-
AP) l6sung 1
ATP1Al pAK  Kaninchen 1:100 in
(55187-1- Antikorper-
AP) l6sung 3

Verwen-  Herkunft

dungs-

zweck

WB Cell Signaling
Technologies,
Danvers, MA,
USA

WB Proteintech
Group,
Rosemont, IL,
USA

ICC Proteintech
Group,

Rosemont, IL,
USA
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ATP1B1
(15192-1-
AP)

BEST1
(ab2182)

beta-Aktin
(A5441)

FAK
(#3285)

ITGB5

(Integrin B5)

(PAS-
17260)
LC3B
(#4108)

p44/42
MAPK
(ERK1/2)
(137F5)
p-62
(SQSTM1)

Phospho-
AKT
(S5473)

pAK

mAK

mAK

pAK

pAK

pAK

mAK

mAK

mAK

Kaninchen

Maus

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

1:500 in
Antikorper-

l6sung 3

1:500 in
Antikorper-
l6sung 3
1:10.000 in
Antikorper-
|6sung 1
1:3.000 in
Antikorper-

l6sung 1

1:250 in
Antikorper-

l6sung 2

1:1.000 in
Antikorper-
|6sung 2

1:2.000 in
Antikorper-
l6sung 2

1:1.000 in
Antikorper-
l6sung 2

1:1.000 in
Antikorper-

l6sung 2

ICC

ICC

WB

WB

WB

WB

WB

WB

WB

Proteintech
Group,
Rosemont, IL,
USA

Abcam,
Cambridge,
UK
Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO,
USA

Cell Signaling
Technologies,
Danvers, MA,
USA

Thermo Fisher
Scientific,
Waltham, MA,
USA

Cell Signaling
Technologies,
Danvers, MA,
USA

Cell Signaling
Technologies,
Danvers, MA,
USA

Cell Signaling
Technologies,
Danvers, MA,
USA

Cell Signaling
Technologies,
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Phospho-
FAK
(#3281P)

Phospho-
p44/42
MAPK
(ERK1/2)
(Thr202/
Tyr204),

(D.13.14.4E

) XP®
Phospho-
SRC
(#6943P)

Rhodopsin

1D4

SRC
(#2123S)

pAK  Kaninchen

mAK  Kaninchen

mAK  Kaninchen

mAK Maus

mAK  Kaninchen

1:3.000 in WB
Antikorper-

l6sung 1

1:2.000 in wB
Antikorper-

l6sung 1

1:1.000 in WB
Antikorper-

l6sung 1

1:10.000 in wB
Antikorper-

l6sung 1

1:1.000 in wB
Antikorper-

l6sung 1

Danvers, MA,
USA

Cell Signaling
Technologies,
Danvers, MA,
USA

Cell Signaling
Technologies,
Danvers, MA,
USA

Cell Signaling
Technologies,
Danvers, MA,
USA

Prof. Dr.
Robert S.
Molday,
Department of
Ophthalmology
and Visual
Sciences,
University of
British
Columbia,
Kanada

Cell Signaling
Technologies,
Danvers, MA,
USA
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Tubulin- mAK  Maus 1:500 in WB Sigma-Aldrich,

alpha Antikorper- St. Louis, MO,

(T9026) l6sung 1 USA

VTN mAK  Maus 1:5.000 in WB R&D Systems,

(MAB2349) Antikorper- Minneapolis,
l6sung 1 MN, USA

Z01 pAK  Kaninchen 1:100 in ICC Thermo Fisher

(61-7300) Antikorper- Scientific
l6sung 3 (Invitrogen),

Waltham, MA,
USA

mAK: monoklonaler Antikorper, pAK: polyklonaler Antikorper, ICC: Immuncytochemie, WB: Western-
Blot, (): Herstelleridentifikationsnummer angegeben, wenn vorhanden.

2.5 Sekundare Antikorper

Tabelle 7: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten sekundéren Antikorper, der Verdiinnung
in der jeweiligen Anwendung, ihrer Verwendung und ihrer Herkunft.

Antikorper

Alexa Flour® anti-
goat: green
(A=488 nm)

Alexa Flour® anti-
mouse: red
(A=594 nm)

Alexa Flour® anti-
rabbit: green
(A=488 nm)

Ziege Anti-
Kaninchen IgG,
Peroxidase-
Konjugat

Ziege Anti-Maus
IgG, Peroxidase-
Konjugat

Verdinnung
1:800 in

Antikorperlosung 4

1:800 in
Antikorperldésung 4

1:800 in
Antikorperlésung 4

1:10.000 in

Antikorperlésung 1

1:10.000 in

Antikdrperlosung 1

Verwendung Herkunft

ICC

ICC

ICC

wWB

WB

Thermo Fisher Scientific
(Invitrogen), Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific
(Invitrogen), Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific
(Invitrogen), Waltham,
MA, USA

(Calbiochem) Merck
Chemicals GmbH,
Schwalbach,
Deutschland
(Calbiochem) Merck
Chemicals GmbH,
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Ziege Anti-Ziege
IgG, Peroxidase-

Konjugat

1:10.000 in WB

Antikorperlésung 1

ICC: Immuncytochemie, WB: Western-Blot.

2.6 Enzyme und weitere Proteine

Tabelle 8: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Enzyme bzw. kommerziell erhéltlicher,

rekombinanter Proteine und ihrer Herkunft.

Enzym
DNase |
GoTag® DNA Polymerase

rekombinantes Vitronectin (10424-HO8H)

RevertAid Reverse Transcriptase (EP0441)

(): Herstelleridentifikationsnummer angegeben, wenn vorhanden.

Herkunft

Schwalbach,
Deutschland
(Calbiochem) Merck
Chemicals GmbH,
Schwalbach,
Deutschland

Quiagen, Hilden, Deutschland

Promega Corporation, Madison,
WI, USA

Sino Biological Inc., Beijing,
China

Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA

2.7 Molekularmassenstandards

Tabelle 9: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Molekularmassenstandards, ihres

Verwendungszwecks und ihrer Herkunft.

Molekularmassenstandard Verwendungszweck

GeneRuler™ DNA Ladder
Mix

PageRuler™ Prestained
Protein Ladder

Herkunft

Molekularmassenstandard fir Thermo Fisher

die gelelektrophoretische

Auftrennung von DNA

Scientific, Waltham,

MA, USA

Molekularmassenstandard fir Thermo Fisher

die gelelektrophoretische

Auftrennung von Proteinen

Scientific, Waltham,

MA, USA
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2.8 Kit-Systeme

Tabelle 10: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Kit-Systeme und ihrer Herkunft.

Kit-System
Bio-Rad DC protein assay Kit

Clarity Max™ Western Blotting
Substrate

Clarity™ Western Blotting Substrate
GoTag® Long PCR Master Mix
GoTag® PCR Buffer

In Situ Cell Death Detection Kit,
Fluorescein

NucleoBond® Xtra Midi
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
PureLink™ RNA Mini Kit

RevertAid RT Reverse Transcription Kit
inclusive Random Hexamer Primer

(100 puMm)
RNase-Free DNase Set (50)

2.9 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 11: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien, sowie

ihrer Herkunft.
Chemikalie/Reagenz
1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-
diphenylformazan (MTT), C1sH17NsS

Herkunft

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen,
Deutschland

Promega Corporation, Madison, WI,
USA

Promega Corporation, Madison, WI,
USA

F. Hoffmann-La Roche AG, Basel,
Schweiz

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Duren, Deutschland

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG,
Duren, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Quiagen, Hilden, Deutschland

Herkunft
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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10x Puffer E Strep-Tactin® Elution
Buffer mit Desthiobiotin

10x Puffer R Strep-Tactin®
Regeneration Buffer mit HABA

10x Puffer W Strep-Tactin®/Strep-
Tactin®XT Wash Buffer
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)-
Stain-Lésung, CisHi1sNs

Agarose (Biozym LE)

Ammoniak-Ldsung (25%), NH3

Ammoniumperoxidisulfat (APS),
(NH4)2S20s

Ampicillin Natriumsalz, CisH1sN3NaO4S

Bisbenzimid (H 33342, Hoechst),
C27H31CI3NeO

Borsaure, HzBO3

Bovines Serumalbumin (BSA)

Calciumchlorid, CaCl2

Chloroquin, C1sH26CIN3

cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail
Tablets provided in EASYpack
Coomassie Brilliant Blue R-250,
(Natriumsalz), CasHaaN3sNaO7S2
Corning® Matrigel® Growth Factor
Reduced (GFR) Basement Membrane
Matrix, LDEV-frei

IBA GmbH, Géttingen, Deutschland

IBA GmbH, Géttingen, Deutschland

IBA GmbH, Géttingen, Deutschland

Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Chemikalienlager der Universitat
Regensburg

New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland
Corning Inc., Corning, NY, USA
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Dako Eindeckmedium
Dimethylsulfoxid (DMSO), C2HsOS

Dithiothreitol (DTT), C4H1002S>

dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)

Essigséaure (96 %), CH;COOH
Ethanol (99,8 % p.a.,), C2HsO

Ethidiumbromid-L6sung (0,07 %),
C21H20BrNs
Ethylendiamintetraacetat Dinatrium
Dihydrat Salz (EDTA),
C10H14N2Na20g*2H20

Glycerin (87 %), C3HsO3

Glycerin (99,5 %), C3sHsOs3
Glycin, C2HsNO2

Hefeextrakt

HEPES, CsH1sN204S
Isopropanol, C3sHsO
Kaliumchlorid, KCI

Kaliumdihydrogenphosphat, KH2PO4

Magnesiumchlorid, MgCl2

Agilent, Santa Clara, CA, USA
AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Genaxxon Bioscience, UIm,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

(Titriplex) Merck Chemicals GmbH,

Schwalbach, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Chemikalienlager der Universitat
Regensburg

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

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

VWR Life Sciences AMRESCO®,
Radnor, PA, USA

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland
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Methanol, CH3zOH

Milchpulver

Natriumacetat Trihydrat,
CH3COONa+3H20

Natriumcarbonat, Na2COs
Natriumchlorid, NaCl
Natriumdihydrogenphosphat, NaH2PO4
Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyl
sulfate — SDS) (299%), C12H2sNaO4S
Natriumhydrogencarbonat, NaHCO3
Natriumthiosulfat Pentahydrat,
Na2S2035H20

Paraformyaldehyde (PFA), (CH20)n
Pepton

Roti®-Quant 5x Konzentrat
Rotiphorese Gel (40 %) Acrylamid/
Bisacrylamid

Saccharose (Sucrose), Ci12H22011

Salzsaure (1 M), HCI

Salzsaure rauchend (37 %), HCI

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Germany

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Chemikalienlager der Universitat
Regensburg

(Titripur) Merck Chemicals GmbH,
Schwalbach, Deutschland

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,

Deutschland
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Taurin (2-Aminoethansulfonséure,
NH2CH2CH2SO3H)
Tetramethylethylendiamin (TEMED),
(CH3)2NCH2CH2N(CHsa)2

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromid
(98%), C18H16BrNsS

Tri-Natrium Citrat Dihydrat,
CesHsNasO7°2H20
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
(Tris), NH2C(CH20H)3

Tris-HCI, pH 6,8

Tris-HCI, pH 7,5

Tris-HCI, pH 8,0

Tris-HCI, pH 8,6

Triton® X-100 (Octoxinol 9);
C14H220(C2H40)n mit n = 9-10
Tween® 20

Wasserstoffperoxid (34%), H20:2

Ziegenserum
B-Mercaptoethanol, HSCH2CH20OH

2.10 Puffer und Lésungen

Tabelle 12: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Ld&sungen,
Zusammensetzung und Menge der Bestandteile.

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland
Affymetrix, Santa Clara, USA

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Abcam, Cambridge, UK
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

ihrer

Puffer/Losung Zusammensetzung Menge

10x Towbin, pH 8,7 Glycin 190 mM
Tris-HCI, pH 7,5 0,25 mM
Methanol 20 % viv
H20 dest.
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10x Tris-buffered-Saline Tris-HCI, pH 7,5 25 mM

(TBS), pH 7,5 NaCl 150 mM
H20 dest.

20 % Sucrose-Ldsung Sucrose 20% wiv

Taurinpuffer
25x cOmplete ™-Puffer 1 Tablette cOmplete™

Protease Inhibitor Cocktail

1x PBS 2 mi

2x HEPES buffered Saline NaCl 280 mM

(HBS) KCI 10 mM
Naz:HPO4 1,5 mM
HEPES 50 mM
H20 dest.

5x Lammli-Puffer Bromphenolblau 0,01 % v/v
Tris-HCI, pH 6,8 60 mM
B-Mercaptoethanol 5 % wlv
SDS 2 % wiv
Glycerin 10 % viv
H20 dest.

5x Tris-Borat-EDTA (TBE), Tris-HCI, pH 8,0 0,5M

pH 8,0 Borsaure 05M
EDTA 10 mM
H20 dest.

60 % Sucrose-Ldsung Sucrose 60 % wiv
Taurinpuffer

Ammoniumhydroxid-Lésung  NHs 2% viv

(NH4OH) 1x PBS

Antikorperlésung 1 Milchpulver 5 % wiv

(fir WB) 1x TBS-T

Antikorperlésung 2 BSA 5 % wiv

(fir WB) 1x TBS-T

Antikorperlésung 3 Triton® X-100 20 % viv

(fGr Primar-Antikorper-ICC) Ziegenserum 2% viv
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Antikorperlosung 4

(fir Sekundéar-Antikorper-
ICC)

Blocklsung fur ICC

Blocklésung fur WB

Bromphenolblau DNA-
Ladepuffer

CaClz-Losung

Chloroquin-Phosphat-Ldsung

Coomassie-Farbeltsung

Dezellularisationspuffer

HCl-Isopropanol-Lésung
(0,1 M)

House Tag DNA
Polymerase 10x Puffer

LB-Medium

NaNs

1x PBS

Triton® X-100
Ziegenserum

1x PBS
Ziegenserum (10 %)
Triton® X-100 (20 %)
1x PBS

Milchpulver

Ix TBS-T
Bromphenolblau
Glycerin (87 %)

H20 dest.

CaCl2

1x PBS
Chloroquin-Phosphat
H20 dest.

Methanol
Essigsaure
Coomassie brilliant Blue
H20 dest.
Triton®X-100
NH4OH

1x PBS

HCI (1 M)
Isopropanol

KCI

Tris-HCI, pH 9,0
MgCl2

Triton® X-100

H20 dest.

Pepton

Hefeextrakt

10 % viv

20 % v/v
2 % viv

10 % v/v
0,3 % viv

5 % wi/v

0,01 % wl/v
40 % v/v

0,1M

0,025 M

30 % v/v

10 % viv

0,10 % wl/v

0,5 % viv
20 mM

10 % viv

500 mM
100 mM
15 mM

1% viv

1% wlv

0,5 % wliv
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MTT-Lésung

PB, pH 7,2

PBS, pH 7,4

PFA-LOsung

Poly-L-Lysin-Lésung

SDS-Laufpuffer, pH 8,6

Taurin-Puffer

Towbin-Puffer
Tris-buffered-Saline mit
Tween20 (TBS-T)

Triton® X-100-L6sung

Trypsin-LAsung

NaCl

H20 dest.

MTT

1x PBS
Na2HPO4
NaH2POa4

H20 dest.

NaCl

KCI

NazHPO4
KH2PO4

H20 dest.

PFA

1x PBS
Poly-L-Lysin (10 mg/ml)
Penicillin/Streptomycin
1x PBS
Tris-HCI, pH 8,6
Glycin

SDS

H20 dest.
Taurin
Tris-HCI, pH 7,5
MgCl2

NacCl

H20 dest.
Methanol

1x Towbin
Tween® 20

1x TBS

Triton® X-100
H20 dest.
Trypsin

1% wlv

0,05 % wi/v

78 mM
26 mM

137 mM
0,27 mM
10 mM
1,8 mM

4 % wiv

1% vliv
1% vliv

25 mM

3M

10 % wi/v

100 mM

1M

1M

5SM

20 % v/v

0,1 % v/v

1,5 % viv

10x
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1x PBS

WB: Western-Blot, ICC: Immuncytochemie.

2.11 Zellkulturmedien und Zusatze

Tabelle 13: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturmedien und deren Zusétze,
weitere in der Zellkultur verwendete L6sungen und Puffer, sowie deren Herkunft.

Medium/Zusatz Herkunft

B-Mercaptoethanol, HSCH2CH20H Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

DMEM (Dulbecco’s modified eagle (Gibco) Life Technologies GmbH,

medium) F12 Darmstadt, Deutschland

Dulbecco's PBS (Gibco) Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamintetraacetat Dinatrium (Titriplex) Merck Chemicals GmbH,

Dihydrat Salz (EDTA), Schwalbach, Deutschland

C10H14N2Na20g*2H20

Fetal Bovine Serum Gold (FBS) (Gibco) Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Geneticin (G418) -Sulfat-Losung, (Gibco) Life Technologies GmbH,

C20H40N40O10-2H2S04 Darmstadt, Deutschland

Gentamicin (50 mg/ml) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Gibco™ MEM Non-Essential Amino (Gibco) Life Technologies GmbH,

Acids Solution 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 (10 mM), CsHsN20, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

OptiMEM™ Medium (Gibco) Life Technologies GmbH,

Darmstadt, Deutschland
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Penicillin (10.000 Units)/Streptomycin
(10mg/ml)

Plasmocin™ treatment

Poly-L-Lysin Hydrobromid (10 mg/ml)
RPMI 1640 Medium

TrypLE™ Select Enzyme (1x), no
phenol red

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

2.12 Verbrauchsmaterial

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

InvivoGen, San Diego, CA, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
(Gibco) Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

(Gibco) Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland

GE Healthcare, Galfont St. Giles, UK

Tabelle 14: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien und deren

Herkunft.

Material

6-Well Zellkulturplatten

12-Well Zellkulturplatten

24-Well Zellkulturplatten

48-Well Zellkulturplatten

96-Well Zellkulturplatten
(transparenter Rahmen)
96-Well Zellkulturplatten
(schwarzer Rahmen)

Adhéasionsobjekttrager Superfrost® Plus

CombiTips-Eppendorf (5 ml)
CombiTips-Eppendorf (10 ml)
CryoPure Gefal violett (1,6 ml)

Herkunft

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Sarstedt AG & Co., Numbrecht,
Deutschland

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Numbrecht,

Deutschland
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Deckglaschen (7 mm)

Deckglaschen (10 mm)

Einmalkaniilen 0,90 x 70 mm, 20 G

Einwegpasteurpipetten (3 ml)

Falcontube (15 ml)

Falcontube (50 ml)

Farbekammer, ABS Deckel

Filterspitzen (10 ul)

Filterspitzen (100 pl)

Filterspitzen (1.000 pl)

Glasflaschen

Glaspipetten

Gravity flow Strep-Tactin® Sepharose®

column (1 ml)

Hamilton Spritze, Serie 700 Microliter™

Handschuhe Nitril blau

Handschuhe Nitril griin

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt,Deutschland

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt,Deutschland
Medizinlager des Universitatsklinikums
Regensburg

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Sarstedt AG & Co., Numbrecht,
Deutschland

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,
Deutschland

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

DWK Life Sciences GmbH, Wertheim,
Deutschland

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

IBA GmbH, Géttingen, Deutschland

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Hartmann AG, Heidenheim,
Deutschland

Kimberly-Clark Professional, Roswell,
GA, USA
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Kuvetten

MicroAmp™ Optical 8-Tube Strip

with Attached Optical Caps (0,2 ml)

Mullbinde (Verbandpéackchen)

Objekttragermappe mit Deckel, stark

Open-Top Thinwall Ultra-Clear Tube, 25

x 89 mm — 50 Pk (38,5 ml)

Parafiim® M

Petrischale (10 cm)

Pipettenspitzen (10 ul)

Pipettenspitzen (100 pl)

Pipettenspitzen (1.000 ul)

pluriStrainer® 5 um, cell-strainer

PVDF-Membran

Reagenz-Reservoir (25 ml)

Reaktionsgefaf3 (0,5 ml)

Reaktionsgefal? (1,5 ml)

Reaktionsgefal? (2,0 ml)

Rihrfisch

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Buromittellager der Universitat
Regensburg

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg,
Deutschland

Beckman Coulter Lifesciences, Brea,
CA, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,
Deutschland

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Hiss Diagnostics GmbH, Freiburg,
Deutschland

(Millipore) Merck Chemicals GmbH,
Schwalbach, Deutschland
(Moonlab®) neoLab Migge GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Sarstedt AG & Co., Numbrecht,
Deutschland

Sarstedt AG & Co., Numbrecht,
Deutschland

Sarstedt AG & Co., Numbrecht,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
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serologische Pipette (10 ml) Greiner
CELLSTAR®

serologische Pipette (25 ml) Greiner
CELLSTAR®

serologische Pipette (50 ml) Greiner
CELLSTAR®

Skalpell No. 11

Skalpell No. 22

Spritze (5 ml)

Spritze (10 ml)

Subkutannadeln, 20 G, 120 mm
ThinCerts™ - TC Einsatze,
transparent (Porengrof3e: 4 um)
Wageschalen

Whatman Papier (3 mm)
Whatman® Nucleopore Track-Etch
Membrane

Zellkulturflaschen T25 (10 ml)
Zellkulturflaschen T75 (30 ml)

Zellkulturschalen (10 cm)

Zellschaber

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

FEATHER® Safety Razor Co., Osaka,
Japan

FEATHER® Safety Razor Co., Osaka,
Japan

Medizinlager des Universitatsklinikums
Regensburg

Medizinlager des Universitatsklinikums
Regensburg

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach,
Deutschland

Sarstedt AG & Co., Numbrecht,
Deutschland

Sarstedt AG & Co., Numbrecht,
Deutschland

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,
Deutschland

Orange Scientific, Braine-I'Alleud,

Belgien
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2.13 Laborgerate

Tabelle 15: Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Laborgeréate und deren Zubehor, sowie

ihrer Herkunft.

Laborgerate

Abzug

APT.line® CB CO2 incubators
Autoklav V-150

CASY Model TT — Cell Counter
and Analyzer

Duomax 1030 Rocking Platform Shaker

Eismaschine AF 100

Feinwaage Explorer

Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 mot
plus

Gelelektrophoreseapparatur Mini
PROTEAN 3

Gelkammer Blue Marine™200

Inkubator flr Bakterien 37°C

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop
(FV3000 Fluoview)

Leica DM IL 090135.001
Kontrastmikroskop

Leica TCS SP5 konfokales
Fluoreszenzmikroskop

Mikrowelle KOR-6D07

Herkunft

Wesemann GmbH — Zentrale, Syke,
Deutschland

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Systec GmbH, Wettenberg,
Deutschland

F. Hoffmann-La Roche AG, Basel,
Schweiz

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, Deutschland

Scotsman Industries Inc., Vernon Hills,
IL, USA

Ohaus Europe GmbH, Nanikon,
Schweiz

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miunchen,
Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Memmert GmbH, Schwabach,
Deutschland

Olympus Life Sciences, Hamburg,
Germany

Leica GmbH, Wetzlar, Deutschland

Leica GmbH, Wetzlar, Deutschland

Daewoo, Seoul, Stdkorea
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Milli-Q-Synthesis Reinstwasseranlage

NanoDrop® ND1000
Spektrophotometer

Netzgerat Blue Power 500

Nikon Eclipse TE2000-S, inverses
Epifluoreszenzmikroskop

Odyssey® Fc Imager

Optima™ L-90K Ultrazentrifuge

pH Meter Lab 850
Photometer Ultrospec 2100 pro

Pipettierhilfe accu-jet

RM5 Rollschiittler (Assistent®)
Rotator RS-24

RS-TR5 Rollenmischer (fur
Falcontubes)
Schittelinkubationshaube TH15
Schittelinkubator Certomat R
SDS-PAGE Platten 1,5 mm
SDS-PAGE Platten Mini Protean

System Short Plates
Spannungsmessgerat EVOMX

(Millipore) Merck Chemicals GmbH,
Schwalbach, Deutschland
NanoDrop, Wilmington, DE, USA

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Nikon Corporation, Chiyoda, Tokio,
Japan

LI-COR Biosciences GmbH, Lincoln,
NE, USA

Beckman Coulter Lifesciences, Brea,
CA, USA

S| Analytics GmbH, Mainz, Deutschland
GE Healthcare (friher Amersham
Biosciences), Chicago, lllinois, USA
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Glaswarenfabrik Karl HechtGmbH & Co
KG, Sondheim/Rhon, Deutschland
Biosan, Riga, Lettland

Phoenix Instrument GmbH, Garbsen,
Deutschland

Edmund Buhler GmbH, Bodelshausen,
Deutschland

B. Braun Biotech International GmbH,
Melsungen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

World Precision Instruments, Sarasota,
FL, USA
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Sterilbank

SW40 Swing-out Rotor

Tecan SPARK® Mikroplatereader
Thermocycler peqSTAR

Thermomixer compact
Titramax 101 Shaker

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System

Transferpipette® (10 pl)
Transferpipette® (100 pl)
Transferpipette® (1.000 pl)
Transilluminator UST-30_M-8R
Ultraschallbad Sonorex™ Super 10P

Ultraschallgerat Vibra Cell VCX400

Vakuumpumpe Vacusafe

Vortex Genie2

Waage

Wasserbad W12

Wasserdestilliergeréat

Werkbank Heraguard

Zentrifuge Biofuge fresco
(Tischzentrifuge)
Zentrifuge Biofuge pico

(Tischzentrifuge)

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Beckman Coulter Lifesciences, Brea,
CA, USA

Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz
VWR International Germany GmbH,
Darmstadt, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, Deutschland

BioRAD Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
BioView Ltd., Billerica, MA, USA
Bandelin electronic GmbH & Co. KG,
Berlin, Deutschland

Sonics Materials, Newtown, CT, USA
INTEGRA Biosiences AG, Zizers,
Schweiz

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Scaltec Instruments GmbH, Géttingen,
Deutschland

Labortechnik Medingen, Arnsdorf,
Deutschland

GFL GmbH, Burgwedel, Deutschland
Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Heraeus Holding GmbH, Hanau,

Deutschland
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Zentrifuge Megafuge 1.0R
(Kuhlzentrifuge Falcontube)

Zentrifuge Sigma 2-5

2.14 Software

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland
Sigma Laborzentrifugen GmbH,

Osterode, Deutschland

Tabelle 16: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Software und ihrer Herkunft.

Software

AxioVision LE 4.8

Corel PHOTO-PAINT
CorelDRAW Graphicsuite 2019
Image Studio

ImageJ

Microsoft Office
SigmaPlot Version12.5
Tecan SPARKCONTROL
XLSTAT

Herkunft

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Corel Corporation, Ottawa, Ontario, Kanada
Corel Corporation, Ottawa, Ontario, Kanada
LI-COR Biosciences GmbH, Lincoln, NE, USA
Wayne Rasband, National Institutes of Health,
USA

Microsoft Cooperation, Redmond, WA, USA
Systat Software, San Jose, CA, USA

Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz

Addinsoft, Paris, Frankreich
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3 Methoden

3.1Kultivierung verwendeter eukaryotischer Zelllinien

Fur die Kultivierung eukaryotischer Zelllinien wurde bei allen Arbeitsschritten eine
biologisch sichere Arbeitsumgebung genutzt. Alle verwendeten Zellmedien, Puffer und
Lésungen wurden steril gehalten und bei 4 °C im Kihlschrank aufbewabhrt. Direkt vor
Gebrauch wurden sie in einem 37 °C warmen Wasserbad flr 5 bis 10 min aufgewarmt.
Wachstum und Zustand der Zellen wurden regelm&fRig unter einem Mikroskop
kontrolliert (Leica DM IL 090-135.001). Alle eukaryotischen Zelllinien wurden in einem
Inkubator bei 37 °C und 5 % COz2 kultiviert.

3.1.1 HEK-293-EBNA-Zellen

Adharente HEK-293-EBNA-Zellen wurden in 10 cm Zellkulturschalen in DMEM
Medium kultiviert. Dem Medium wurden 4,5 g/l D-Glucose und L-Glutamin, auRerdem
1 % (v/iv) Penicillin/Streptomycin, 10 % (v/v) FBS und 1 % (v/v) G418-Sulfat
hinzugeflgt.

Die Zellen wurden bei 90 % Konfluenz zweimal pro Woche unter sterilen Bedingungen
gesplittet. FUr das Passagieren wurde das verbrauchte Zellmedium abgesaugt, die
Zellen mit PBS gewaschen und mit 10 ml frischem Zellmedium durch Auf- und
Abpipettieren von den Platten geltst. Schlussendlich wurde die Zellldsung in neue 10
cm Zellkulturschalen Uberfiihrt und dabei in einem Verhaltnis von 1:10 ausgesat. Jede
Zellkulturschale wurde mit frischem Medium wieder auf ein Gesamtvolumen von 10 ml
aufgefullt. Es folgte erneut die Inkubation bei 37 °C und 5 % CO..

3.1.2 Weri-Rb1-Zellen
Die Kultivierung der Weri-Rb1 Zelllinie in Suspension erfolgte in RPMI 1640 Medium,
welches mit 10 % (v/v) FCS und 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin versetzt wurde.

Das Passagieren erfolgte je nach Wachstumsgeschwindigkeit ein bis zweimal
wochentlich im Verhéltnis 1:3. Nach Kontrolle unter dem Mikroskop wurde eine gut
bewachsene T25 Zellkulturflasche durch Auf- und Abpipettieren durchmischt, und
neue Zellkulturflaschen mit je 7 ml frischem RPMI-Medium + 1 % (v/v)

Penicillin/Streptomycin + 10 % (v/v) FCS beflillt. 3 ml der alten Zellsuspension wurden
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dann in je eine neue Zellkulturflasche Uberfiihrt, sodass pro Flasche wieder 10 mi
Gesamtvolumen vorhanden waren. Die Inkubation und Lagerung der Zelllinien erfolgte
bei 37 °C und 5 % CO2. Aufgrund des natirlichen Alterungsprozesses der Zellen wurde
die Kultivierung bis zur Passage 14 fortgefuhrt, danach wurden die Zellen verworfen
und neue Zellen aufgetaut. Eine mikroskopische Kontrolle des Zustands und
Zellwachstums erfolgte alle zwei Tage und vor jeder Verwendung der Zellen fir

Versuche.

3.1.3 Aus induzierten pluripotenten Stammzellen differenzierte RPE-Zellen
(hiPSC-RPE)
HIPSC-RPE wurden am Institut fir Humangenetik aus Fibroblasten der Hautstanzen
freiwilliger Spender aus der Abteilung fur Augenheilkunde des Universitatsklinikums
Regensburg durch Rickprogrammierung zu Stammzellen gewonnen (Ethikvotum der
Universitat Regensburg Referenz-Nr. 12-101-0241 und Amendment zu 12-101-0241).
Diese Vorarbeiten wurden am Institut freundlicherweise von Nico Hertel nach dem
Protokoll von Brandl und Kollegen (Brandl et al., 2014) durchgefihrt. Anschlielend
wurden diese Stammzellen dUber einen Zeitraum von zwei Wochen zu retinalen
Pigmentepithel-Zellen (RPE) ausdifferenziert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte
dabei auf GFR-Matrigel-beschichteten Transwellfitern in 12-Well-Platten. Als
Wachstums- und Nahrmedium wurde KnockOut™ DMEM Medium + 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 Gentamicin + 10 mM
Nicotinamid verwendet. Zusatzlich wurde wahrend der Phase der Ausdifferenzierung
zu RPE-Zellen 1 % (v/v) Plasmocin zugegeben. Der Erfolg der Ausdifferenzierung
wurde mikroskopisch durch die Ausbildung einer ,Honigwabenstruktur® kontrolliert.
War diese honigwabenartige Struktur des hiPSC-RPE-Zellverbands erkennbar,
wurden die Zellen passagiert, wenn nicht, wurden die Zellen unter oben genannten

Bedingungen noch weitere Tage bis zum Erfolg der Ausdifferenzierung kultiviert.

Zur Vorbereitung des Passagierens wurden neue Transwellfilter (fir den Einsatz in 12-
Well-Platten) mit 0,5 ml GFR-Matrigel flr eine Stunde bei 37 °C beschichtet, worauf
Uberschissiges Matrigel abgenommen wurde. Im Anschluss wurden die Wells einer

12-Well-Zellkulturplatte mit 1 ml Medium beftllt und die Transwellfilter eingesetzt. Von
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den zu passagierenden Zellen wurde das alte Nahrmedium abgesaugt, die Zellen mit
500 ul PBS gewaschen und dann fur 20 min mit 2 ml TrypLE™ je Filter bei 37 °C
inkubiert. Die Enzymldsung wurde danach vollstdndig abgenommen. Die enzymatisch
von den Filtern abgeldsten Zellen wurden mit 2 ml PBS resuspendiert und in ein 2 ml
Reaktionsgefal® Gberfiihrt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 1.200 x g fir 5 min
(Zentrifuge Biofuge pico). Das Zellpellet wurde danach in 6 ml PBS resuspendiert und
im Verhaltnis 1:12 auf die neuen Filter ausgesat, das heif3t je 500 pl dieser Zelllésung
wurden auf die vorbereiteten GFR-Matrigel-beschichteten Transwellfilter pipettiert. Die
ausgesaten Zellen wurden wieder fir 2 Wochen unter oben geschilderten
Bedingungen, jedoch ohne Plasmocinzusatz kultiviert, bis wieder eine
Honigwabenstruktur der Zellen erkennbar war, sodass danach ein zweites
Passagieren im Verhaltnis 1:12 (siehe oben) erfolgen konnte. Anschliel3end wurden
die hiPSC-RPE-Zellen auf ihren Filtern fir mindestens sechs Wochen gealtert, bis

erste Experimente mit ihnen durchgefuhrt werden konnten.

Eine mikroskopische Kontrolle des Wachstums und Zustands der hiPSC-RPE-Zellen
auf den Filtern fand regelméanRig im Abstand von zwei Tagen statt. Im Anschluss an die
Kontrollen wurde das alte Medium auf und unter den Filtern abgenommen und auf den
Filtern durch 0,5 ml, unter den Filtern durch 1 ml frisches Medium ersetzt. Die weitere
Kultivierung erfolgte bei konstant 37 °C und 5 % CO:2 im Inkubator.

3.1.4 Auftauen von Zellen

Nach Uberfiihrung der Zellen aus den Glycerinstocks in ein 15 ml Falcontube mit 9 ml
Medium, wurden die Losungen bei 1.000 x g fir 5 min bei RT zentrifugiert (Zentrifuge
Sigma 2-5). Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet danach in 1 ml
Wachstumsmedium resuspendiert. Die fertige Zellsuspension wurde dann in 10 cm
Zellkulturschalen oder T25 Zellkulturflaschen pipettiert und 9 ml Medium zugegeben.
Am darauffolgenden Tag wurde das Medium gewechselt und die Zellen bis zum
Erreichen 90 %-iger Konfluenz bei 37 °C kultiviert. Das Passagieren der Zellen erfolgte

wie oben beschrieben.
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3.2Konzentrationsbestimmung von Weri-Rb1-Zellen fur funktionelle Versuche

Weri-Rbl Zellsuspensionen aus vier gut bewachsenen T25 Zellkulturflaschen wurden
durch Schwenken gut durchmischt und in einem 50 ml Falcontube vereinigt. Es folgte
eine Zentrifugation bei 1.200 x g fir 5 min (Zentrifuge Sigma 2-5). Der Uberstand
wurde abgenommen und das Zellpellet in 2 ml PBS resuspendiert, danach wurde
erneut zentrifugiert (siehe oben). Das Zellpellet wurde dann in 25 ml RPMI 1640
Medium, welches mit 10 % (v/v) FCS und 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin versetzt
wurde, aufgenommen. 70 pl dieser Zelllosung wurden in ein 2 ml Reaktionsgefaf
Uberfahrt und die Zellen mittels CASY Model TT — Cell Counter and Analyzer nach

Herstelleranweisung gezahlt.

3.3SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)
Fur die elektrophoretische Trennung von Proteinen durch SDS-PAGE, wurden Gele
von 1,5 mm Dicke verwendet. Diese Gele bestanden aus einem 12,5 % Trenngel und

einem 3 % Sammelgel, deren Komponenten in Tabelle 17 zusammengefasst sind.

Tabelle 17: Darstellung der Zusammensetzung des in dieser Arbeit verwendeten SDS-PAGE-
Trenngels (12,5 %) und des SDS-PAGE-Sammelgels (3 %).

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

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

H20 dest. 3,045 ml 1,69 ml
Acrylamid-L6sung (40 %) 3,125 ml 0,55 ml

20 % SDS 100 pl 50 pl

10 % APS 100 pl 50 ul

TEMED 10 pl 5 pl

Die verwendeten Proben fur die SDS-PAGE wurden mit 5x Lammli-Puffer versetzt und
fur 5 min bei 93 °C aufgekocht. 2 yl des PageRuler™ Prestained Protein Ladder (10-
180 kDa, Thermo Fisher Scientific) wurden als Molekularmassenstandard flr Proteine
aufgetragen. Die Gelelektrophoresekammer wurde mit SDS-Laufpuffer gefillt, wobei
darauf geachtet wurde, dass die Gele vollstandig von Puffer bedeckt waren. Fur die

Elektrophorese wurde eine Spannung von 50 V verwendet, bis die Proben das
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Sammelgel vollstandig durchlaufen hatten, danach wurde die Spannung auf 150 V
erhoht.

3.4 Western-Blot — Semi Dry Verfahren

Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine auf eine 0,45 pum PVDF-Membran tberfuhrt.
Die Membran wurde vorher fir 3 min in Methanol aktiviert und danach zusammen mit
dem SDS-PAGE-Gel und einem Whatman-Paper (3 mm Dicke) mit Towbin-Puffer
durchtréankt. Fur den Proteintransfer wurde das Trans-Blot®-Turbo™ Transfer System
(BioRAD) verwendet. Der Transfer wurde bei einer Spannung von 24 V fur 40 min
vollzogen. Anschlieend wurden die Membranen auf einem Shaker (Heidolph
Duomax1030) fur 1 h bei RT in Antikdrperlésung 1 geblockt. Danach wurden die
Membranen mit einem Primarantikorper in entsprechender Verdinnung (siehe
Tabelle 6) Gber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Membranen je dreimal fir 5 min mit TBS-T auf einem
Shaker gewaschen und anschlieRend mit dem entsprechenden Sekundarantikdrper
fur 1 h bei RT unter Schutteln inkubiert. Danach folgte erneut ein dreimaliges Waschen
fur je 5 min mit TBS-T. Zur Analyse wurden die Membranen mit Clarity™ Western
Blotting Substrate oder bei schwacheren Signalen mit dem Clarity Max™ Western
Blotting Substrate behandelt und das entstandene Chemilumineszenzsignal mit dem
Odyssey Fc Imager (LI-COR) aufgezeichnet. Die densitometrische Analyse der Blots

erfolgte mit der ImageStudio-Software.

3.5 Vitronectin-Aufreinigung

3.5.1 Plasmidpréaparation aus Bakterienkulturen (,,Midi*)

Fur die Plasmidamplifikation wurde der Bakterienstamm E. coli DH5a verwendet,
welcher bereits zuvor mit der entsprechenden Plasmid-DNA (pEXPR-IBA103-
VTN_rs704:C, pEXPR-IBA103-VTN_rs704:T, pEXPR-IBA103) transformiert worden

war.

Es wurde eine Pipettenspitze des auf -80 °C gekuhlten E. coli-Glycerolstocks
entnommen und in 100 ml LB-Medium + 1 % (v/v) Ampicillin gegeben. Es folgte eine
Inkubation auf einem Schittelinkubator (Certomat R) bei 37 °C und 150 x g Giber Nacht.
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Fur die Praparation der Plasmid-DNA am darauffolgenden Tag wurde das
NucleoBond® XtraMidi Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG) verwendet. Die
Arbeitsschritte  erfolgten, wie in den Herstelleranweisungen angegeben.
Schlussendlich wurde die Plasmid-DNA mit 100 pl H20 dest. eluiert. Die Konzentration
der erhaltenen DNA wurde mithilfe des NanoDrop® ND1000 Spektrophotometers

bestimmt, worauf die Plasmide mit H20 dest. auf 1.000 ng/pl verdinnt wurden.

3.5.2 Calciumphosphat Transfektion von HEK-293-EBNA mit pEXPR-Plasmiden
zur heterologen Proteinexpression
Zur Vorbereitung der Calciumphosphat Transfektion wurde am Vortag eine 10 cm
Zellkulturschale mit 5 ml Poly-L-Lysin beschichtet und fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde das tberschiissige Poly-L-Lysin wieder entfernt und
die Zellkulturschale mit PBS gewaschen. Das alte Wachstumsmedium der HEK-293-
EBNA-Zellen wurde abgesaugt, die Zellen mit 10 ml frischem Medium (DMEM
Zellkulturmedium + 1 % Penicillin/Streptomycin + 1 % G418 + 10 % FCS) durch Auf-
und Abpipettieren vom Boden der Zellkulturschale geldst und je 5 ml dieser Losung
auf den Poly-L-Lysin beschichteten Platten verteilt. Jede Zellkulturschale wurde dann
mit zusatzlichen 5 ml frischem Medium auf 10 ml Gesamtvolumen aufgefullt. Nach
erneuter Inkubation Uber Nacht bei 37 °C wurde am nachsten Tag das alte
Nahrmedium abgesaugt und 10 ml frisches DMEM + 1 % Penicillin/Streptomycin + 10
% FCS dazugegeben. Die Platten wurden dann unter Schwenken mit 10 pl Chloroquin
fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach folgte ein Mediumwechsel zu frischem
DMEM + 1 % Penicillin/Streptomycin + 1 % G418 + 10 % FCS. In der Zwischenzeit
wurde der Transfektionsansatz wie in Tabelle 18 vorbereitet. Plasmid-DNA, H20 und
CaClz wurden zuerst in einem 2 ml Reaktionsgefald gemischt, danach folgte das 2x
HBS, das durch zehnmaliges Unterblubbern dem Ubrigen Reaktionsgemisch beigefugt
wurde. Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei RT wurde der Transfektionsansatz
tropfchenweise zu den Zellen in den Zellkulturschalen gegeben und unter Schwenken
der Platte durchmischt. Die Zellen wurden darauf fir 7 h bei 37 °C inkubiert. Es folgte
ein erneuter Mediumwechsel zu DMEM + 1 % Penicillin/Streptomycin + 1 % G418.

Nach 72 h Inkubation bei 37 °C wurden der Uberstand und die Zellen geerntet.
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Tabelle 18: Auflistung der Bestandteile des in dieser Arbeit verwendeten Calciumphosphat
Transfektionsansatzes.

Bestandteil Volumen fur 10 cm Zellkulturschale
Plasmid-DNA 20 ug

H20 418 pl

CaClz 62 ul

2xX HBS 500 pl

3.5.3 Ernte von Zellen und Uberstand nach Calciumphosphat Transfektion
Wahrend der Ernte von Uberstand und Zellen wurden die Zellkulturplatten auf Eis

gelagert.

Der Uberstand wurde durch Abkippen in 50 ml Falcontubes tiberfiihrt und sofort wieder
auf Eis gestellt. Um alle zellularen Bestandteile zu entfernen, folgte ein
Zentrifugationsschritt bei 500 x g und 4 °C fur 5 min (Zentrifuge Megafuge 1.0R). Der
Uberstand wurde in 50 ml Falcontubes tiberfiihrt und bei -20 °C gelagert. Fir Western-
Blot Analysen wurden 100 pl des Uberstandes mit 25 pl 5x Lammli-Puffer in einem 1,5

ml Reaktionsgefall gemischt und bei 93 °C fur 5 min aufgekocht.

Zur Zellernte wurden die Zellkulturschalen (von denen bereits der Mediumuberstand
entfernt wurde) mit 10 ml PBS befillt und die adharenten Zellen mithilfe eines
Zellspatels mechanisch vom Boden geldst. Die Losung wurde in 15 ml Falcontubes
Uberfuhrt und fir 3 min bei 1.000 x g und 4 °C abzentrifugiert (Zentrifuge Sigma 2-5).
Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet erneut mit 500 pl PBS in Losung
gebracht und nochmals fiir 3 min bei 1.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde ein zweites Mal verworfen, das Zellpellet in 800 ul PBS resuspendiert und die
Zellen fur 30 s bei 38 % Amplitude sonifiziert (Ultraschallgerat Vibra Cell VCX400).
Das so gewonnene Zelllysat wurde mit 200 pl 5x Lammli-Puffer versetzt und fur 5 min

bei 93 °C aufgekocht. Alle Western-Blot-Proben wurden bei -20 °C gelagert.

3.5.4 Aufreinigung der Vitronectin-Proteinvarianten mittels Strep-Tactin®-
Trennsaulen

Aus den Uberstanden von HEK-293-EBNA-Zellen, die heterolog Strep-getagtes

Vitronectin  exprimierten (nach Transfektion mit pEXPR-VTN_rs704:C oder
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pPEXPR _rs704:T), wurden mit Hilfe der Sepharosegel-Trennséaulen von IBA life
sciences die Vitronectin-Varianten aufgereinigt. Dazu wurde fir jede Variante eine
separate Trennséaule benutzt, sowie eine Trennsaule fur eine Kontrollaufreinigung aus
Uberstanden von HEK-293-EBNA-Zellen, die mit dem leeren pEXPR-IBA103
transfiziert worden waren. Die Aufreinigung erfolgte aus 10 ml Uberstand nach
Herstellerangaben (Strep-Tactin® Purification Kit). Die Uberstande wurden Stiick fir
Stuck in die Trennsaulen gefullt und in regelméfigen Abstanden wurde das
Sepharosegel durch Ruhren mit einer Pipettenspitze aufgelockert, um den Durchfluss
zu verbessern. Die gesamte Aufreinigung fand in einem auf 4 °C gekihlten Raum statt.
Von den funf Waschschritten wurde der Durchfluss des letzten Waschschritts behalten
und zur Kontrolle ebenfalls per Western-Blot analysiert. Die Eluate aus den einzelnen
Trennsaulen wurden getrennt nach Eluatfraktion 1 bis 7 in 2 ml Reaktionsgefalien

aufgefangen und flr spatere Analysen bei -20 °C gelagert.

3.5.5 Western-Blot Analysen der Eluate

Um fur die spateren Versuche Vitronectin-Eluate mit moglichst hoher Konzentration zu
erhalten, wurden die Vitronectin-Konzentrationen in den Eluaten 1 bis 7 per Western-
Blot verglichen. Hierzu wurden 10 pl jeder Eluatfraktion tber SDS-PAGE aufgetrennt
und einer anschlieBenden Western-Blot Analyse mit Antikdrpern gegen Vitronectin
unterzogen (siehe 3.3 und 3.4). Die Ergebnisse dieser Western-Blot-Analysen sind in
Abbildung 3 dargestellt. Die drei Eluatfraktionen, welche die héchste Konzentration
an Protein aufwiesen (E2, E3 und E4 in Abbildung 3 ), wurden fur die weiteren

Versuche vereinigt und bei -20 °C gelagert.
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o Z  Abbildung 3: Western-Blot Ana-
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ingehalts der einzelnen Eluat-
@ 100 kDa - fraktionen.
O 70 kDa -
«© Nach Proteinaufreinigung der Vi-
55 kDa - tronectin-Varianten (VTN_rs704:T
5 i bzw. VTN_rs704:C) bzw. der Kon-
/\va 100 kDa - . trollaufreinigung wurden die letzte
) 70 kDa - = ~ der funf Waschfraktionen (WS5),
>/ e ie die sieben Eluatfrakti
2 55 kDa - sowie die sieben Eluatfraktionen
< (E1-E7) Western-Blot Analysen mit
bl« 100 kDa - Antikérpern  gegen  Vitronectin
Q™ - - unterzogen. Zur Kontrolle wurde
«‘/J\ 70 kDa- .' . kommerzielles Vitronectin (cVTN)
L 4 55 kDa - mit aufgetragen.

3.5.6 Reinheitsbestimmung der Eluate mittels Coomassie-Blue-Farbung

Zur Untersuchung der Reinheit der Eluate wurde eine Farbung des Gesamtproteins
mittels Coomassie-Blue durchgefihrt. In einem ersten Schritt wurden 10 pl der Eluate
auf ein 12,5 %-iges Polyacrylamidgel geladen und wie unter Punkt 3.3 aufgetrennt.
Darauf wurde das Polyacrylamidgel in Coomassie-Farbeldsung eingelegt und bei RT
Uber Nacht auf einem Schwenker (Duomax 1030) inkubiert. Am néchsten Tag wurde
das Gel aus der Farbeldsung entnommen und anschliel3end fir 1 h unter Schwenken
bei RT mit einer Coomassie-Entfarbelésung behandelt. Dieser Schritt wurde
wiederholt, bis sich die blau gefarbten Protein-Banden deutlich vom entfarbten
Hintergrund abzeichneten (siehe Abbildung 4). In der Kontrollaufreinigung waren
keine Proteinbanden angefarbt, in den beiden Vitronectin-Aufreinigungen wurden die
Vitronectin-Varianten mit einer Gré3e von 75 kDa (obere Bande) bzw. 65 kDa (untere
Bande, nur bei VTN _rs704:C) detektiert.

L) A
D U3
@ A° 20
Ko\\ & &
N 7 /
o & &
130 kDa - Abbildung 4: Coomassie-Farbung
100 kDa eines PA-Gels nach SDS-PAGE.
Nach Proteinaufreinigung der Vitronectin-
70 kDa - Varianten (VTN_rs704:T bzw.
VTN _rs704:C) bzw. der Kontrollauf-
55 kDa - reinigung  wurden die  vereinigten
Eluatfraktionen (E2, E3 und E4) einer
40 kDa - Coomassie-Blue-Farbung unterzogen.
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3.5.7 Konzentrationsbestimmung der Vitronectin-Varianten tber Western-Blot
Analysen und Bradford-Assay
Zur Konzentrationsbestimmung wurden je 20 pl der vereinigten Eluatfraktionen nach
Vitronectinaufreinigung (E2, E3 und E4) sowie 5 pl des kommerziell erworbenen
Vitronectins (siehe Tabelle 8, auf 25 pg/ml eingestellt) auf einem SDS-Gel aufgetrennt
(siehe Punkt 3.3) und einer Western-Blot Analyse mit Antikdrpern gegen Vitronectin
unterzogen (siehe Punkt 3.4). Die Banden der Eluatfraktionen und des kommerziellen
Vitronectins wurden densitometrisch ausgewertet. Uber den Vergleich der
Eluatfraktionen mit dem kommerziellen Vitronectin, konnte die Konzentration in den

Eluatfraktionen errechnet werden.

Ein weiterer Ansatz zur Konzentrationsbestimmung des aufgereinigten Vitronectins
war die Proteinbestimmung nach Bradford (,Bradford-Assay“, nach Bradford, 1976).
Dabei wurde zunachst eine Reihe von BSA-Ldsungen in H20 dest. erstellt, sodass
Proteinmengen von 0 ug, 0,2 pg, 0,5 pg, 1 ug, 2 ug, 3 ug, 5 ug und 10 pg vorlagen. Je
20 pl jedes Vitronectin-Eluats, sowie 5 pl des kommerziellen Vitronectins mit einer
Konzentration von 25 ug/ml (als Kontrolle), wurden in den Test eingesetzt. Zu jeder
BSA- bzw. Vitronectin-Fraktion wurde 1 ml des 1:5 verdinnten Bradford-Reagenz
(Carl Roth GmbH + Co. KG) gegeben. Nach 20 min Inkubationszeit in Dunkelheit bei
RT wurde der Inhalt jedes Cups in Messkivetten umgefullt und die Absorbanz der
einzelnen Proben mit dem Photometer (Ultrospec 2100 pro) bei einer Wellenlange von
595 nm gemessen. Aus der errechneten Kurvengleichung fur die BSA-Proben wurde

die Konzentration der Vitronectin-Fraktionen ermittelt.

Nach den Konzentrationsbestimmungen wurden die Vitronectin-Eluate auf die
gewtnschte Konzentration eingestellt, indem sie mit dem Elutionspuffer (Puffer E
,elution buffer®, siehe Tabelle 11) verdinnt wurden. Zur Langzeitaufbewahrung
wurden die Vitronectin-Eluate in 100 pl Aliquots aufgeteilt und bei -20 °C gelagert. Vor

jeder Benutzung wurden die Proben vorsichtig auf Eis aufgetaut.

3.6 Charakterisierung von hiPSC-RPE-Zellen

3.6.1 Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER)
Fur die Messungen des transepithelialen Widerstandes der hiPSC-RPE-Zellen wurde
am Vortag der Messung auf -80 °C gefrorenes GFR-Matrigel aufgetaut und mit 15 ml
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hiPSC-RPE Kaultivierungsmedium (siehe Punkt 3.1.3) versetzt. Das Matrigel wurde
durch Auf- und Abpipettieren geldst und je 0,5 ml auf drei neue Transwellfilter einer
12-Well-Zellkulturplatte gegeben, welche danach fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert
wurde. Anschlie3end wurde das tberschissige Matrigel wieder abgenommen und die
Filter mit je 1,5 ml Medium unten und 1 ml Medium oben befillt. Die drei zu messenden
hiPSC-RPE Filter wurden ebenfalls auf die neue Platte Uberfihrt, das Medium
abgezogen, die Zellen mit 2 ml PBS gewaschen und mit der gleichen Menge Medium
befullt, wie die nur mit Matrigel beschichteten Filter. Es folgte eine weitere Kultivierung
fur 24 h bei 37 °C und 5 % CO:2 im Inkubator.

Am darauffolgenden Tag wurde zunachst das Spannungsmessgerat (EVOMX) unter
sterilen Bedingungen gereinigt und kalibriert. Dazu wurde die Elektrode zuerst fur 15
min in 70 % Ethanol gereinigt und dann fur weitere 15 min in 150 mM NaCl-L6sung
auf einen Nullwert gesetzt. Die Messungen erfolgten ohne Kontakt zur Wellwand und
in dreimaliger Wiederholung. AnschlieRend wurden die Mittelwerte bestimmt und die
Widerstande auf die Flache der Filtermembranen umgerechnet.

3.6.2 Untersuchung des Expressionsprofils mittels Reverse Transkriptase-PCR

3.6.2.1 RNA-Isolierung

Fur die Isolation der hiPSC-RPE RNA wurde das PureLink™ RNA Mini Kit von Thermo
Fisher Scientific nach Herstellerangaben verwendet, mit den im Folgenden
angegebenen Modifikationen. Die Zellen wurden mithilfe eines Zellspatels mechanisch
von der Filteroberflache geldst und mit 1 ml Lysepuffer und 10 ul B-Mercaptoethanol
versetzt. Die Lésung wurde in Schredder-Saulen (Qiagen) tberfuhrt und fur 2 min bei
12.000 x g zentrifugiert (Zentrifuge Biofuge pico), um verbleibende Zellbestandteile zu
zerkleinern. Darauf wurde die Zelllosung durch Auf- und Abpipettieren durchmischt
und 1 ml 70 % Ethanol zugegeben. 10 pl DNase | und 70 pl RDD-Puffer (RNase free
DNase Set, Quiagen) wurden mit 350 pl Waschpuffer 1 (,WB I*) vermischt und auf das
Zellpellet gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei RT wurden weitere 350
ul des Waschpuffers 1 zupipettiert, bevor bei 12.000 x g fur 15 s bei RT zentrifugiert
wurde. Die Elution der RNA erfolgte in 35 pl RNase freiem H20. Die RNA-
Konzentration wurde mit Hilfe des Spektrophotometers NanoDrop® ND1000

51



Methoden

gemessen, wobei als Kontrolle RNase freies H20 verwendet wurde. AbschlielRend
wurde die RNA bei -80 °C gelagert.

3.6.2.2 cDNA-Synthese

Um aus der gewonnenen RNA cDNA herzustellen, wurde das RevertAid RT Reverse
Transcription Kit von Thermo Fisher Scientific verwendet, wobei nach
Herstellerangaben vorgegangen wurde, mit den im Folgenden genannten
Modifikationen. Es wurden 1.000 ng RNA eingesetzt, auf 11,5 pl mit RNase freiem H20
aufgefullt und 1 pl Random Hexamer Primer (100 puM) hinzugeflugt. Die Lésung wurde
anschlieBend gemischt, gevortext und auf Eis gelagert. FUr die cDNA-Synthese-
Reaktion wurde ein Mastermix vorbereitet (siehe Tabelle 19) und ebenfalls auf Eis

gelagert.

Tabelle 19: Zusammensetzung des Mastermixes fir die Synthese der cDNA.

Komponente Volumen
5x Reaktionspuffer 4 ul
RNase freies H20 0,5 ul
dNTPs (1,25 mM) 2 ul
Reverse Transkriptase 1 pl

Zum Annealing wurde die RNA-Primer-Lésung in den Thermocycler (peqSTAR)
eingesetzt und fir 5 min bei 65 °C inkubiert (siehe Tabelle 20). Nach dem Annealing
wurde der Thermocycler gestoppt und 7,5 ul des Mastermixes (siehe Tabelle 19)
dazugegeben. Zur cDNA-Synthese wurde darauf das Thermocycler-Programm (siehe
Tabelle 20) fortgesetzt. Die Lagerung der synthetisierten cDNA erfolgte bei -20 °C.

Tabelle 20: Darstellung des Ablaufs, der Temperatur und der Dauer der einzelnen Schritte des
fur die cDNA-Synthese im Thermocycler verwendeten Programms.

Reaktionsschritt Temperatur Dauer
Annealing 65 °C 5 min
cDNA-Synthese 25 °C 10 min
42 °C 60 min
Hitzeinaktivierung 70 °C 10 min
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3.6.2.3 cDNA-Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation der cDNA-Fragmente, die fir die hiPSC-RPE Charakterisierung
interessant waren, wurden 100 ng cDNA aus hiPSC-RPE-Zellen sowie aus hiPSC-
Zellen (als Stammzellkontrolle) eingesetzt. Proben mit H20 dest. statt cDNA dienten
als Negativkontrolle. Die Komponenten des PCR-Ansatzes sind in Tabelle 21

angegeben.

Tabelle 21: Auflistung der Komponenten und Volumina eines Ansatzes fir die cDNA-PCR.

Komponente Volumen
5x Green GoTag® Reaction Buffer 5l
Primer forward (10 uM) 1l
Primer reverse (10 uM) 1l
dNTPs (1,25 mM) 1l
cDNA (50 ng/ul) 2 ul
GoTag® Polymerase 0,25 ul
H20 dest. 14,75 pl

Die vorbereiteten Tube-Strips wurden durch Vortexen gemischt und kurz
abzentrifugiert (Zentrifuge Biofuge pico), bevor sie in den Thermocycler (peqSTAR)
eingesetzt wurden. Die PCR erfolgte dort unter dem in Tabelle 22 angegebenen

Programm.

Tabelle 22: Ablauf der PCR zur cDNA-Amplifikation.

PCR-Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Vorheizen 95 °C -

Initiale Denaturierung 95 °C 3 min

Denaturierung 94 °C 30s 31 Zyklen*
Annealing 60 °C* 30s

Elongation 72 °C 20s

Finale Elongation 72 °C 4 min

Pause 10 °C -

*Modifikationen bei bestimmten Primer-Kombinationen: fir SOX2: Annealing 62 °C, 25 Zyklen; fur
OCT4: Annealing 62 °C, 21 Zyklen; fur ITGB8 und BEST1: 25 Zyklen; fur RPE65, RLBP1, TYR, GUSB:
wie oben dargestellt.
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3.6.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der cDNA erfolgte mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese auf 1,5
%-igen Agarosegelen (Zusammensetzung siehe Tabelle 23). Je 14 pl der zu
untersuchenden Proben wurden in die Geltaschen geladen. Die Auftrennung der
Nukleinséauren erfolgte bei einer konstanten Spannung von 200 V fir 30 min. Die
entstandenen Banden wurden spater mit dem Transilluminator UST-30_M-8R unter
UV-Licht sichtbar gemacht.

Tabelle 23: Zusammensetzung eines 1,5 %-igen Agarosegels.

Komponente Volumen
1x TBE 150 ml
Agarose 2,259
Ethidiumbromid-L6ésung (0,07 %) 100 pl

3.6.3 Immuncytochemie an hiPSC-RPE-Zellen

Die Transwell-Filter mit den zu farbenden hiPSC-RPE-Zellen wurden am ersten Tag
mithilfe eines Skalpells aus ihrer Umfassung herausgetrennt und halbiert, die
Filterhalften dann mit der Zellseite nach oben in einer 24-Well-Zellkulturplatte
positioniert. Es folgten zwei Waschschritte mit je 300 yul PBS und zwei Minuten
Inkubationszeit pro Schritt. Die Filter wurden darauf zur Fixierung vollstandig mit 2 %-
iger PFA-L6sung bedeckt und fur 10 min bei RT inkubiert. Danach folgten wiederum
drei Waschschritte mit PBS fir jeweils 5 min. Anschliel3end wurden die Filter mit je 300
pl ICC-Blocklésung (siehe Tabelle 12) inkubiert, welche fur 30 min bei RT auf den
Filtern verblieb. Nachdem die Blocklésung wieder abgenommen wurde, folgte
schlussendlich die Farbung mit den Primarantikbrpern gegen ATP1Al, ATP1B1,
BEST1 und ZO-1 (siehe Tabelle 6, Verdinnungen und entsprechende Antikorper-
|I6sung siehe Tabelle 12) in einem abgeschlossenen Kihlraum bei 4 °C Uber Nacht.
Am né&chsten Tag wurden zunéchst die Primérantikdrperlésungen durch dreimaliges
Waschen mit PBS zu je 5 min Einwirkzeit wieder abgespilt und anschliel3end bei
reduzierter Beleuchtung 300 ul der Sekundarantikdrperldsung (siehe Tabelle 7 und
Tabelle 12) aufgebracht. Zeitgleich wurden auch die Zellkerne der Proben mit DAPI in
einer Verdinnung von 1:1.000 in Antikdrperlésung 4 (siehe Tabelle 11 und Tabelle
12) angefarbt. Die Inkubationszeit fur diesen Schritt betrug 30 min, wobei die Proben

dabei im Dunkeln gelagert wurden. Es folgten wieder 3 Waschschritte mit je 300 pl
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PBS fir je 2 min. Im letzten Schritt wurden Objekttrager mit einem luftblasenfreien
Tropfen Dako Eindeckmedium benetzt und die eingefarbten Filterhalften umgekehrt
mit der Zellseite nach unten auf den Tropfen gesetzt. Die abstehenden Rander der
Filter wurden mit einem Skalpell entfernt und die Proben mit einem Deckglas vorsichtig
gesichert. Die Lagerung der Proben erfolgte bei 4 °C in Dunkelheit bis zum Aushérten
des Eindeckmediums (drei bis vier Tage). Die mikroskopische Analyse der
eingefarbten Zellproben wurde mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
(FV3000 Fluoview, Olympus) bei 40-facher Vergrol3erung im Z-stack-mode
durchgefuhrt.

3.7 Funktionelle Versuche zum Einfluss der Vitronectin-Varianten auf das

Bindungsverhalten von Photorezeptoren

3.7.1 Invitro-Assay zum Einfluss von Vitronectin auf das Bindungsverhalten
von Weri-Rb1-Zellen

Die Kultivierung der Weri-Rb1-Zellen erfolgte, wie unter Punkt 3.1.2 beschrieben. Zwei
gut bewachsene T25 Flaschen der Weri-Rb1-Zellen wurden unter Schwenken
durchmischt und in einen 50 ml Falcontube Uberfihrt. Die Zellen wurden bei 1.200 x g
fur 5 min (Zentrifuge Sigma 2-5) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
das Zellpellet in 2 ml PBS resuspendiert, danach wurde erneut zentrifugiert (siehe
oben). Das Zellpellet wurde dann in 25 ml RPMI 1640 Medium + 1 % (v/v)
Penicillin/Streptomycin aufgenommen. 100 pl der Zellsuspension wurden dann in je
ein Well einer 96-Well-Zellkulturplatte gegeben und mit den Vitronectin-Eluaten
versetzt, sodass in jedem Well eine Vitronectin-Konzentration von 1,5 pg/ml vorlag,
bzw. mit der gleichen Menge an Kontrolleluat (siehe 3.5.4). Der Versuch wurde in
Duplikaten fur jede Behandlung durchgefihrt. Die Zellen wurden fir vier Stunden bei
37 °C und 5 % COz2 im Brutschrank inkubiert

Direkt nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte eine Kontrolle der Zellen unter dem
Mikroskop (Leica DM IL 090-135.001). Die uberschissige Zelllbsung mit nicht
adharenten Zellen wurde abgenommen und die verbleibenden Zellen mit 50 pl
Hoechst-Farbeldsung in einer Verdinnung von 1:1.000 in PBS gefarbt. Dazu wurden
die Zellen fir 10 min in Dunkelheit inkubiert. AnschlieRend folgten drei Waschschritte

mit je 100 pl PBS, um weiteres nicht adharentes Zellmaterial und Farbstoffreste zu
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entfernen. Zur Analyse des Assays wurden zuerst unter dem Nikon Eclipse TE2000-S
(inverses Epifluoreszenzmikroskop) Aufnahmen in 4-facher und 10-facher
VergrofRerung und unter Weil3licht und UV-Licht durchgefuhrt. Abschlie3end wurde zur
Quantifizierung der Adhasion die Gesamtfluoreszenz eines Wells mit dem Tecan
SPARK® Mikroplatereader und der Tecan SPARKCONTROL-Software analysiert
(Anregung: 360 nm, Emission: 490 nm).

3.7.2 Exvivo-Assay zum Einfluss von Vitronectin auf das Bindungsverhalten

von Photorezeptoren aus porcinen Netzh&auten

3.7.2.1 Praparation neuronaler Zellen aus porciner Netzhaut

Frische Schweineaugen wurden am Praparationstag bei einem lokalen Schlachthaus
beschafft und die Pr&paration unter sterilen und biologisch sicheren Bedingungen
unter einem Abzug durchgefuhrt. Jedes einzelne Auge wurde in einem ersten Schritt
von Uberschissigem Bindegewebe, Fettgewebe und Muskulatur befreit und dann fur
60 s in 70 %-igem Ethanol sterilisiert. Danach wurde mit einem Skalpell (Feather
Skalpell No. 11) eine Stichinzision 3-4 mm hinter dem Limbus des Auges durchgefuhrt
und der Bulbus oculi mit einer Schere er6ffnet. Der Glaskoérper wurde entnommen und
dann mit einer diinnen Pinzette die Netzhaut vorsichtig und ohne die darunterliegende
RPE-Zellschicht zu beschadigen volilstandig aus dem hinteren Augenbecher
herausgetrennt. Die gesammelten Netzh&aute wurden einzeln in 2 ml Reaktionsgefalle
Uberfuhrt und direkt auf Eis gestellt. Zu den Geweben wurden je 1 ml RPMI-Medium +
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin + 0,4 % (v/v) Gentamicin gegeben, die Netzhaute
anschlielend durch kréaftiges Auf- und Abpipettieren zerkleinert und die Zellen so
mechanisch voneinander dissoziiert (nach Ivanova et al., 2013). Es folgte eine
Inkubationszeit von einer Stunde bei 37 °C unter leichtem Schitteln auf einem

Heizblock (Thermomixer compact).

3.7.2.2 Adhasions-Assay mit neuronalen Zellen aus porciner Netzhaut

Zur Aussaat der Zellen fir den Adhasions-Assay wurden die Zellsuspensionen noch
einmal gut durchmischt und dann mit RPMI-Medium (siehe oben) im Verhaltnis 1:20
verdunnt. 100 pl dieser Losungen wurden in je ein Well einer 96-Well-Zellkulturplatte
pipettiert und mit Vitronectin-Eluaten versetzt, sodass eine Vitronectin-Konzentration
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von 6 pg/ml erreicht wurde, bzw. mit der gleichen Menge an Kontrolleluat (siehe 3.5.4).
Der Assay wurde in Duplikaten je Behandlung durchgefuhrt. Die Zellen wurden
schlie3lich fur 24 h bei 37 °C und 5 % CO:2 im Brutschrank inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen unter den exakt gleichen
Bedingungen wie in Punkt 3.7.1 beschrieben weiterbehandelt und analysiert. Zur
statistischen Analyse wurden vier zusatzliche unabhéngige Replikate von Frau Fabiola
Biasella, naturwissenschaftlicher Doktorandin am Institut fir Humangenetik der

Universitat Regensburg, miteinbezogen.

3.8 Funktionelle Versuche zum Einfluss der Vitronectin-Varianten auf die

Zellhomoostase von Photorezeptoren unter oxidativem Stress
3.8.1 MTT-Assay

3.8.1.1 Etablierung der Versuchsbedingungen fur den MTT-Assay

Fir den MTT-Assay (nach Mosmann, 1983) zur Analyse der Zellviabilitat der Weri-
Rbl1-Zellen wurden diese, wie in 3.1.2 und 3.2 beschrieben, kultiviert und ausgezahlt.
Fur den Versuch wurden 1 Mio. Zellen pro Well auf eine vorher fur eine Stunde mit
Poly-L-Lysin beschichtete 24-Well-Zellkulturplatte ausgesat. Nach einer 24-stindigen
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 wurde das alte Medium abgenommen, die Zellen
mit 200 pl PBS gewaschen und mit 250 pul frischem RPMI 1640 Medium + 1 % (v/v)
Penicillin/Streptomycin versetzt. Zwischenzeitlich wurden Verdinnungsreihen von 34
%-igem H202 (10 M) in FCS-freiem Zellmedium hergestellt, sodass Losungen zu je 15
mM, 30 mM, 60 mM, 90 mM, 150 mM, 200 mM, 300 mM und 500 mM H20:2 entstanden.
Von diesen wurden dann je 2,5 pl auf die Zellen gegeben, wodurch sich eine H202-
Konzentration von 0,15 mM, 0,3 mM, 0,6 mM, 0,9 mM, 1,5 mM, 2 mM, 3 mM und 5
mM H20:2 in den Wells ergaben. Die 24-Well-Platte wurde fur 2 h bei 37 °C und 5 %
CO2 im Inkubator platziert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde erneut ein
Mediumwechsel vollzogen (siehe oben) und die Zellen fiir 18 h bei 37 °C und 5 % CO2

inkubiert.

Am nachsten Tag wurde das MTT-Reagenz hergestellt (siehe Tabelle 12) und 5 ml
dieser Losung in 45 ml RPMI 1640 Medium + 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin
verdunnt. Von den behandelten Zellen wurde das alte Medium abgenommen und mit

1 ml PBS gewaschen. Danach wurde den Zellen 1 ml der verdiinnten MTT-L6sung
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zugegeben und fir mindestens 30 min bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. Die Zellen
wurden danach unter dem Mikroskop (Leica DM IL 090135.001) auf ihre blau-violette
Anfarbung kontrolliert. Bei ausreichend starker Farbung wurden die Zellen mit 1 ml
PBS gewaschen und anschliel3end mit 200 ul 0,1 M HCI-Isopropanol-Losung versetzt.
Nach einer Inkubation fur 10 min bei RT unter leichtem Schutteln auf dem Heidolph
Titramax 101 Shaker wurden 100 pl jeder Probe entnommen und in eine 96-Well-
Zellkulturplatte mit schwarzem Rahmen uberfiihrt. Zusatzlich wurden 100 pl HCI-
Isopropanol-Losung als Negativkontrolle in Mess-Wells pipettiert. Die Messung der
Absorption bei 540 nm erfolgte in Duplikaten mit dem TecanSPARK® Mikroplatereader
und wurde mit der Tecan SPARKCONTROL-Software analysiert. Nach Auswertung
der Ergebnisse wurde eine H202-Konzentration von 0,15 mM als geeignete

Konzentration fur die folgenden Versuche mit rekombinantem Vitronectin bestimmt.

3.8.1.2 Durchfuhrung des MTT-Assays mit rekombinantem Vitronectin bei
oxidativem Stress mit 0,15 mM H202

Die Weri-Rb1-Zellen wurden, wie unter Punkt 3.8.1.1 beschrieben, ausgesat. Nach der
24-stundigen Inkubation und den Waschschritten mit Mediumwechsel wurden den
Zellen die Vitronectin-Eluate zugefigt, sodass in den Wells eine Vitronectin-
Konzentration von 1,5 pg/ml erreicht wurde. Schlie3lich wurden zusatzlich 2,5 pl des
15 mM H20:2 hinzugefligt, sodass im Well eine H202-Konzentration von 0,15 mM
erreicht wurde. Nach Zufuhr des H202 fanden alle weiteren Schritte und die Analysen
nach dem in Punkt 3.8.1.1 beschriebenem Procedere statt.

3.8.2 Untersuchung der Apoptose-Induktion an Weri-Rb1 mittels Tunel-Assay

Fur den Tunel-Assay zur Untersuchung der Apoptose-Induktion an Weri-Rb1-Zellen
wurde zunachst eine 24-Well-Zellkulturplatte mit Deckglaschen-Inserts eines
Durchmessers von 7 mm ausgestattet und fir 1 h mit Poly-L-Lysin beschichtet. Wie
unter Punkt 3.8.1.1 beschrieben, wurden nun 2 Mio. Weri-Rbl-Zellen pro Well
ausgesat. Die weitere Behandlung, Vitronectin-Zugabe und Durchfiihrung des H20:2-

Stresses mit 0,15 mM H20:2 erfolgte, wie unter Punkt 3.8.1.2 beschrieben.

Zur Ermittlung der Apoptoseinduktion wurde der Tunel-Assay mit dem In Situ Cell
Death Detection Kit, Fluorescein (Roche) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Nach
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Abzug des Mediums und drei Waschritten mit je 400 pl PBS wurden die Zellen mit 200
ul der Fixierungslosung (4 % PFA) bei RT fir eine Stunde inkubiert. Es folgte ein
Waschschritt mit 400 ul PBS. Danach wurden 20 pl der Permeabilitatslosung auf die
Zellen pipettiert und fir 2 min auf Eis inkubiert. Die Reaktionslésung wurde aus 180 pl
label solution und 20 ul enzyme solution gemischt. Die Arbeiten wurden in einem
abgedunkelten Raum durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte in einem Inkubator fur
Bakterien bei 37 °C (Memmert GmbH). Fur die Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI
wurden nach dreimaligem Waschen der Zellen 400 pl 1x PBS und 200 pl der DAPI-
Losung (siehe Tabelle 11) in einer Verdinnung von 1:1.000 in Antikérperlésung 4
(siehe Tabelle 12) auf die Zellen gegeben und fir 20 min bei RT unter langsamem
Schwenken (Heidolph Duomax 1030) inkubiert. Anschlielend wurden die Proben
dreimal mit 400 ul PBS gewaschen. Die Deckglaschen wurden darauf vorsichtig
mithilfe einer Pinzette aus den Wells gehoben, um sie dann, mit der zellbewachsenen
Oberflache nach unten, auf einen luftblasenfreien Tropfen Dako Eindeckmedium auf
einem Objekttrager zu setzen. Die Lagerung der Proben erfolgte bei 4 °C in Dunkelheit
bis zum Aushéarten des Eindeckmediums (drei bis vier Tage). Die mikroskopische
Analyse der eingefarbten Zellproben wurde mit dem Zeiss Fluoreszenzmikroskop
Axioskop 2 mot plus in 20-facher VergréfZerung durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte
automatisiert mit der ImageJ-Software. Dabei wurden die Flachen der Tunel-positiven
Zellkerne mit der Gesamtflache aller DAPI-positiven Zellkerne auf den einzelnen
Mikroskopbildern  verglichen. In der ImageJ-Software wurden fir die
Flachenberechnung Signalgrenzwerte von 50-255 festgelegt, und nur Signale in

diesem Bereich ausgewertet.

3.8.3 Autophagie-Assay an Weri-Rb1-Zellen

Zur Untersuchung der Zellautophagie in Weri-Rb1-Zellen wurden die Zellen, wie unter
den Punkten 3.1.2 und 3.2 beschrieben, kultiviert und gezahlt und dann 2 Mio. Zellen
pro Well auf Poly-L-Lysin beschichteten 24-Well-Zellkulturplatten ausgeséat. Nach
einer Inkubation Uber Nacht (siehe 3.8.1.1) wurde den Zellen Vitronectin und 1 mM
H20:2 zugefugt (nach Szatmari-Téth et al., 2016). Nach 2 h Inkubation bei 37 °C und 5
% CO2 wurde die Autophagie-Induktion untersucht. Hierfir wurde der Uberstand
abgenommen und die Wells mit 500 pl PBS aufgefullt. Alle weiteren Schritte erfolgten

auf Eis. Die Zellen wurden mit einem Zellspatel mechanisch von der Well-Oberflache
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geldst und durch Auf- und Abpipettieren suspendiert. Die Zellsuspension wurde dann
in 2 ml ReaktionsgefaRe Uberfuhrt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt fir 5 min bei
4.000 x g und 4 °C (Zentrifuge Biofuge fresco). AnschlieRend wurde der Uberstand
entfernt und das Zellpellet in 120 pl PBS resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
dann mit dem Vibra Cell VCX400 bei 38 % Amplitude fur 15 s sonifiziert. Die Proben
wurden danach mit 30 pl 5x Lammli-Puffer bei 93 °C fur 5 min aufgekocht. Die Analyse
des Versuchs erfolgte Uber Western-Blot mit Antikdrpern gegen die Autophagiemarker
p62 und LC3 (1) und (II), sowie gegen ACTB als Housekeeper (Antikérperlésungen und
-Verdunnungen siehe Tabelle 6 und Tabelle 12).

3.8.4 Signalwegsinduktion an Weri-Rb1-Zellen

Um die Signalwegsinduktion in Weri-Rb1 nach oxidativem Stress zu untersuchen
wurden die Zellpellets aus dem Autophagieversuch in Punkt 3.8.3 verwendet. Die
Analyse der Signalwegsinduktion erfolgte Uber Western-Blots mit AntikGrpern gegen
ERK1/2 und phosphoryliertes ERK1/2, AKT und phosphoryliertes AKT, sowie gegen
FAK und phosphoryliertes FAK (Antikérperldsungen und -Verdinnungen siehe
Tabelle 6 und Tabelle 12).

3.9 Funktionelle Versuche zum Einfluss der Vitronectin-Varianten auf die
Phagocytose durch hiPSC-RPE-Zellen

3.9.1 Isolation von Aul3ensegmenten porciner Photorezeptoren

Zur Vorbereitung der Isolation von Photorezeptor-AulRensegmenten (nach Brandl et
al., 2014) wurden am Vortag 100 mM Taurinpuffer hergestellt. Aul3erdem wurde eine
60 %-ige Sucrose-Ldsung vorbereitet (beides siehe Tabelle 12). Am Isolationstag
selbst wurden zunéchst in 50 ml Falcontubes je 24 ml Sucrose-Gradientenlésungen
(20 bis 60 %) aus Taurin-Puffer und der 60 %-igen Sucrose-Lésung hergestellt (siehe
Tabelle 24).
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Tabelle 24: Auflistung der Komponenten fiir die Gradientenlésungen entsprechender
Konzentration und die dafiir benétigten Mengen.

Konzentration (in %) Taurin-Puffer (100 mM)  Sucrose-LOsung (60 %)
20 16 ml 8 ml

27 13,2 mi 10,8 ml

33 10,8 ml 13,2 ml

41 7,6 ml 16,4 ml

50 4 ml 20 ml

60 - 24 ml

Zusatzlich wurde eine 20 %-ige Sucrose-Inhibitor-Losung hergestellt, indem in einem
50 ml Falcontube eine 20 %-ige Sucrose-Losung mit 2,5 pl eines Protease-Inhibitors

(1x cOmplete ™-Puffer) versetzt wurde.

Frische Schweineaugen wurden aus einem lokalen Schlachthaus bezogen und aus
diesen 25 Netzhaute wie unter 3.7.2.1 beschrieben prapariert, welche dann fir das
weitere Vorgehen kontinuierlich auf Eis gehalten wurden. Die Sammelgefal3e flr die
Netzhdute wurden mit 20 %-iger Sucrose-Inhibitor-Losung ausgespult und die
Netzh&aute samt 20 %-iger Sucrose-Inhibitor-Losung in ein 50 ml Falcontube tberfihrt.
Sie wurden mit 20 %-iger Sucrose-Inhibitor-Lésung auf ein Gesamtvolumen von 40 mli
aufgefullt und gut durchmischt. Je 10 ml wurden auf kleinere 15 ml Falcontubes verteilt,
um eine bessere mechanische Zerkleinerung der Gewebesticke durch Auf- und
Abpipettieren zu ermdéglichen. War aus den Gewebestiicken in Sucrose-Inhibitor-
Ldsung eine homogene Suspension entstanden, wurde diese wieder in einem grol3en
Falcontube vereinigt, anschlieBend durch die Gewebeporen einer gedoppelten

Mullbinde filtriert und auf Eis gelagert.

In der Zwischenzeit wurden 5 ml der Gradientenlésungen mit einer 5 ml Spritze und
langer Kanile (Subkutannadel, 20 G, 120 mm) aufgezogen und in die Zentrifugen-
rohrchen (Open-Top Thinwall Ultra-Clear Tube, 38,5 ml) gegeben. Es wurde mit der
20 %-igen Gradientenlosung begonnen. Die nachsthéher konzentrierte Losung (27 %)
wurde dann aufgezogen und durch einen geraden Stich bis zum Roéhrchenboden unter
die 20 %-ige LOsung gespritzt. Mit der 33 %-igen Losung und Weiteren wurde genauso
verfahren, sodass letztendlich ein Gradient aus 20 %-iger Losung (ganz oben) bis zu

60 %-iger Losung (ganz unten) entstand. 10 ml des Retina-Homogenisats wurden
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dann vorsichtig auf die Gradientenlésung aufpipettiert (siehe Abbildung 5, links). Im
Anschluss wurde bei 23.000 x g fur 2 h zentrifugiert (Optima™ L-90K Ultrazentrifuge,
SW40 Swing-out Rotor). Die Photorezeptoren-Aul3ensegmente sind als dunkelbraune
Bande bei ca. 40 % Sucrose zu erkennen (Abbildung 5, rechts).

vor Ultrazentrifugation nach Ultrazentrifugation

- Retina-Homogenisat
g restliches Zellmedium -

- 20 % Sucrose-Lésung
7 Zellbestandteile

- 27 % Sucrose-Lésung geringer Dichte |
- 33 % Sucrose-Lésung Photorezeptor- { N
] AuRensegmente

- 41 % Sucrose-Lésung
7 Zellreste {

- 50 % Sucrose-Lésung .

- 60 % Sucrose-Lésung

Abbildung 5: Fotografien der Ultrazentrifugationsrohrchen wahrend der Aufreinigung von
Photorezeptor-AulRensegmenten, vor (links) und nach (rechts) dem Zentrifugationsschritt.

Die linke Bildhalfte zeigt das Beladungsschema der Rohrchen, die hdchst-konzentrierte Sucrose-
Ldsung befindet sich ganz unten, die mit der niedrigsten Konzentration ganz oben. Die Schichtung ist
durch die unterschiedliche Lichtbrechung der Losungen zu erkennen. Die rechte Bildhalfte zeigt die
Auftrennung verschiedener Netzhautfraktionen entsprechend ihrer Dichte im Sucrose-Gradienten.

Nach der Zentrifugation wurden die isolierten Photorezeptor-Auf3ensegmente mit einer
10 ml Spritze und Einmalkanulen (20 G) aus der Gradientenldsung abgesaugt und in
2 ml Reaktionsgefalie tberfuihrt. Es folgte eine Zentrifugation bei 13.000 x g fir 5 min
bei 4 °C (Zentrifuge Biofuge fresco). Der Uberstand wurde abgenommen und noch
einmal unter gleichen Einstellungen zentrifugiert, um zunachst nicht abzentrifugierte
Photorezeptor-AuRensegmentreste aus den Uberstanden einzusammeln. Die Pellets
aus der zweiten Zentrifugation werden in insgesamt 1 ml OptiMEM™ Medium mit dem

Pellet der ersten Zentrifugation resuspendiert, vereinigt und auf Eis gestellt.
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Nun wurde das gesamte Volumen (1 ml) eines ReaktionsgefalRes gut auf- und
abpipettiert und zum Pellet eines anderen Reaktionsgefal3es hinzugegeben und gut
resuspendiert. Die Suspension wurde dann zu einem dritten Pellet hinzugegeben. Das
erste geleerte Reaktionsgefald wurde mit 1 ml OptiMEM™ befullt und ausgesplilt, die
Spullésung in das zweite geleerte Reaktionsgefald Ubertragen, erneut ausgespult und
dann in das dritte Reaktionsgefald zur Suspension auf ein Gesamtvolumen von 2 ml
gegeben. Die Gesamtzahl der Reaktionsgefal3e reduziert sich dabei auf ein Drittel der
anfanglichen Menge. Die Reaktionsgefal3e wurden erneut bei 13.000 x g fur 5 min und
bei 4 °C (Zentrifuge Biofuge fresco) zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und 1
ml OptiMEM™ in ein Reaktionsgefal® gegeben, sodass ein zweiter Waschgang analog
dem ersten folgen konnte. Nach einem zweiten Zentrifugationsschritt schloss sich ein
dritter Waschschritt an. Die Lagerung der fertig aufgereinigten Photorezeptor-

Aulensegmente erfolgte bei -81 °C.

3.9.2 Erfolgskontrolle und Konzentrationsbestimmung der Photorezeptor-
AuBensegmente fur funktionelle Versuche

Um die Aufreinigung der Photorezeptor-Aul3ensegmente zu Uberprifen, wurde eine
SDS-PAGE mit anschlieBendem Western-Blot unter Verwendung des RholDA4
Primarantikdrpers mit 20 ul Photorezeptor-Aul3ensegmenten in 12,5 %-igen SDS-
PAGE-Gelen durchgefuhrt. Bei erfolgreicher Aufreinigung wurden zwei Banden
beobachtet: Die obere reflektiert die 74 kDa schweren Dimere der Rhodopsin-
Molekile, die untere Bande entspricht den 37 kDa Monomeren (siehe Abbildung 6).
Um die Protein-Konzentration der isolierten Photorezeptor-Auf3ensegmente zu
bestimmen, wurde ein Protein-Assay nach Bradford (Bradford, 1976), wie in 3.5.7
beschrieben, durchgefihrt. Es wurden 18 pl der Photorezeptor-Auliensegmente-
Probe eingesetzt. Die Ergebnisse dreier unabhangiger Messungen wurden gemittelt.

100 kDa - Abbildung 6: Western-Blot Analyse zur Qualitatskontrolle der Aufreini-
- gung der Photorezeptor-AuRensegmente.
70 kDa -
55 kDa - Nach Aufreinigung der Photorezeptor-AuRensegmente wurde die Fraktion einer
40 kDa - Western-Blot Analyse mit Antikdrpern gegen Rhodopsin (RholD4)
‘ durchgefihrt.
35 kDa -
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3.9.3 Phagocytose-Assay an hiPSC-RPE-Zellen

Um den Einfluss von Vitronectin auf die Phagocytose durch hiPSC-RPE-Zellen testen
zu konnen, wurde das bestehende Protokoll zu hiPSC-RPE Phagocytose-Assays
(Brandl et al., 2014) mit Modifikationen ibernommen.

Zur Vorbereitung der Versuchsdurchfihrung wurde die Probe der Photorezeptor-
Aulensegmente auf Eis aufgetaut und die benétigte Menge (siehe unten) in einem 2
ml Reaktionsgefald mit Zellmedium auf 1 ml aufgefillt. Wie bei Westenskow und
Kollegen (Westenskow et al., 2012) beschrieben, wurden 4 pg Photorezeptor-
Aulensegmente pro Quadratzentimeter hiPSC-RPE verfittert, was bei einer Grol3e,
der von uns benutzten Transwellfilter von 1,113 cm? und einer Photorezeptor-
AulRRensegment-Konzentration von 103,03 pg/ml bei 43 pl Einsatzvolumen pro Well
etwa 20 Photorezeptor-Auliensegmenten pro Zelle entspricht. Dieser Wert wird in der
bekannten Literatur als physiologischer Photorezeptor-Aul3ensegment-Uptake pro
Tag gewertet (Singh, Phillips, et al., 2013; Singh, Shen, et al., 2013; Dalvi et al., 2019).
Die Photorezeptor-Au3ensegment-Lésung wurde dann fir 5 min bei 10 %-iger
Amplitude und RT in ein Ultraschallbad (Sonorex™ Super 10P) gegeben. Danach
wurde die Photorezeptor-AuRensegment-Lésung durch einen 5 pum cell-Strainer
filtriert. Der cell-Strainer wurde mit Medium nachgespilt und die filtrierten
Photorezeptor-Auf3ensegmente auf 4,5 ml Gesamtvolumen aufgefillt.

Bei dem verwendeten Zellkulturmedium handelte es sich um KnockOut™ DMEM
Zellkulturmedium mit KnockOut™ DMEM Medium + 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 Gentamicin + 10 mM Nicotinamid. Im
Gegensatz zum Originalprotokoll wurde dabei auf KnockOut™ Serum Replacement
verzichtet, um den Effekt von im Serum enthaltenen Vitronectin oder &hnlichen
wirkenden Serumproteinen auf die hiPSC-RPE-Zellen auszuschlie3en.

Wie im Originalprotokoll wurden fur die Versuche mindestens sechs Wochen alte
hiPSC-RPE-Zellen benutzt. Vor Versuchsbeginn wurden die Zellen mikroskopisch
(Leica DM IL 090135.001) tberpruft. Den hiPSC-RPE-Zellen, die wie unter Punkt 3.1.3
beschrieben kultiviert wurden, wurde das alte Medium abgenommen. Die Zellen
wurden mit 250 pl PBS auf bzw. mit 1 ml PBS unter dem Filter gewaschen. Jedes Well

wurde dann mit 1 ml frischem Zellkulturmedium befillt, der Filter blieb zunéchst leer.

64



Methoden

FUr jeden Ansatz wurde nun eine Suspension aus 500 pl der Photorezeptor-
Aulensegment-Losung und Vitronectin- bzw. Kontroll-Eluaten (Vitronectin-
konzentration in Photorezeptor-Aul3ensegment-Losung: 1,5 pg/ml) vorbereitet. Hierfur
wurden 30 pl abgenommen und als Input-Proben analysiert. Die Input-Proben wurden
auf Eis gelagert und spater mit 6 pl 5x Lammli-Puffer vermischt. Nach kurzem
Aufkochen fur 5 min bei 93 °C, wurden die Proben bei -20 °C gelagert. Die restliche

Mischung (470 ul) wurde auf je einen Transwell-Filter mit hiPSC-RPE gegeben.

Im Anschluss fand eine Inkubation der Zellen mit den Photorezeptor-Auf3ensegmenten
bei 37 °C und 5 % CO: statt. Die Analyse der Photorezeptor-AuRensegment-
Aufnahme durch die hiPSC-RPE-Zellen erfolgte 2 h nach Zufuhr der Photorezeptor-
AulRRensegmente (Zeitpunkt O h), 4 h nach Zufuhr der Photorezeptor-Aul3ensegmente
(Zeitpunkt 2 h) und 6 h nach Zufuhr der Photorezeptor-Au3ensegmente (Zeitpunkt 4
h).

Nach Ablauf von 2 h wurde das Medium auf den Zellfiltern abgenommen und jeder
Filter dreimal mit 1 ml 1x PBS gewaschen, um Uberschiissige Photorezeptor-
Aulensegmente zu entfernen. Die ersten Proben wurden dann geerntet (Zeitpunkt O
h), die restlichen Filter wurden wieder mit 500 pl Medium und Vitronectin-Eluaten auf
eine Konzentration von 1,5 pg/ml befullt und unter den gleichen Bedingungen wie
vorher inkubiert, bevor nach weiteren 2 h (Zeitpunkt 2 h) oder 4 h (Zeitpunkt 4 h) auch

die restlichen Zellen geerntet wurden.

Fir die Zellernte wurden den Filtern 200 ul cOmplete ™-Puffer zugegeben, die Zellen
dann mechanisch mit einer Pipettenspitze von den Filtern geldst, und durch Auf- und
Abpipettieren suspendiert. Anschliel3end wurden die Proben in 2 ml Reaktionsgefalie
Uberfuhrt und fir 5 min bei 4.600 x g und 4 °C zentrifugiert (Zentrifuge Biofuge fresco).
Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das Zellpellet mit 150 pl 1x
cOmplete™-Puffer resuspendiert. Danach folgte bei 38 %-iger Amplitude eine
Sonifizierung der Zellen fir 10 s (Vibra Cell VCX400). Die Proben wurden mit 30 ul 5x
Lammli-Puffer versetzt und bei 93 °C fur 5 min aufgekocht. Die Lagerung erfolgte bei
-20 °C.
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3.9.4 Western-Blot Analyse der Photorezeptor-Auliensegment-Aufnahme und
der Aktivierung intrazellularer Signalwege

Die Photorezeptor-AuRensegment-Aufnahme und die Aktivierung intrazellularer
Signalwege wurden mittels Western-Blot Uberprift. Je 10 pl der Input-Proben und 20
pl der Zellproben wurden daftur auf ein 12,5 %-iges SDS-PAGE-Gel gegeben. SDS-
PAGE und Western-Blot wurden wie unter den Punkten 3.3 und 3.4 beschrieben
durchgefuhrt. Die Farbung der Blots erfolgte mit Antikdrpern gegen Rhodopsin und
beta-Aktin zur Beurteilung der Phagocytosevorgange. Zur Untersuchung der
intrazellularen Signalwege wurde mit Antikérpern gegen ERK1/2 und phosphoryliertes
ERK1/2, AKT und phosphoryliertes AKT, sowie gegen FAK und phosphoryliertes FAK
gefarbt. Die Proben wurden gegen ATP1Al normalisiert. Eine Vitronectinfarbung
wurde durchgefuhrt, um die Bindung rekombinanten Vitronectins zu untersuchen. Die
Auswertung erfolgte, wie unter Punkt 3.4 beschrieben (Antikdrperlésungen und -

Verdinnungen siehe Tabelle 6 und Tabelle 12).

3.10 Statistik

Die statistischen Berechnungen wurden mit der Excel Statistik-Software XLSTAT
ausgewertet. Im ersten Schritt wurde mittels Shapiro-Wilks-Test die Normalverteilung
der Ergebnisse uUberpruft. Normalverteilte Ergebnisse wurden weiter mit dem t-Test
untersucht, wenn nicht mehr als zwei zu untersuchende Gruppen vorlagen. Wenn
mehr als zwei Gruppen vorhanden waren, wurde der ANOVA-Test mit Tukey’s multiple
comparison correction verwendet. Ergebnisse ohne Normalverteilung wurden bei zwei
zu untersuchenden Gruppen mittels des Wilcoxon-Mann-Whitney Tests untersucht,
bei mehr als zwei Gruppen wurde der Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Modifikation und

Bonferroni-Korrektur verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Effekt von Vitronectin auf die Adhé&sion neuronaler retinaler Zellen

Als Teil der Pathogenese der AMD wird die fokale Ablosung der Netzhaut von darunter
liegenden Schichten beschrieben (Ardeljan und Chan, 2013; Van Lookeren Campagne
et al., 2014). Im Rahmen dieser Arbeit sollte deswegen der Einfluss von Vitronectin
auf die Adhasion retinaler Zellen untersucht werden. Als Modellsystem wurden Weri-
Rbl-Zellen gewéhlt, welche aus humanem Retinoblastom isoliert wurden und ein
Photorezeptor-&hnliches Expressionsprofil aufweisen (Di Polo und Farber, 1995;
Gustmann, 2009; Xu et al.,, 2014), sowie dissoziierte Zellen porciner neuronaler
Netzhaut, welche in anatomischer und physiologischer Hinsicht groRe Ahnlichkeit zu
menschlichen Netzhéuten besitzt und zu >80 % aus Photorezeptoren besteht
(Beauchemin, 1974; Curcio et al., 1990; Chandler et al., 1999; Yan et al., 2020).

4.1.1 Adhasion von Weri-Rb1-Zellen

Um einen Effekt der Vitronectin-Varianten VTN _rs704:C (nicht-Risiko-assoziiert) und
VTN _rs704:T (Risiko-assoziiert) auf die Adhasion von Weri-Rb1-Zellen zu Gberprtfen,
wurden dissoziierte Weri-Rb1 fur 4 h mit den aufgereinigten Vitronectin-Varianten (1,5
pg/ml) bzw. dem selben Volumen an Kontroll-Eluat in 96-Well-Platten inkubiert. Nach
mehreren Waschschritten wurden adharente Zellen mittels Hoechst-Losung angefarbt.
Nach der Anfertigung von fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 7A)
erfolgte eine Messung der Fluoreszenzintensitat (Abbildung 7B) als Mal3 fur die

Zelladhasion mittels eines Mikroplatereaders.

Bei Weri-Rb1-Zellen, die mit Vitronectin behandelt worden waren, zeigte sich
gegenuber unbehandelten Zellen ein Anstieg der zellularen Adhésion. Dies ist sowohl
in den mikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 7A), also auch in der
photometrischen Messung (Abbildung 7B) zu erkennen. Fir die mit VTN_rs704:C
behandelten Proben konnte ein Anstieg von uber 25 % im Vergleich zur Kontrolle
gemessen werden. Bei den mit VTN_rs704:T behandelten Zellen zeigte sich eine noch
deutlichere Steigerung um etwa 50 % verglichen mit den Kontrollproben (Abbildung
7B), statistisch signifikanter Unterschied zwischen VTN _rs704:T und Kontrolle: p
<0,05). Zwischen den beiden Vitronectin-Varianten konnte kein statistisch signifikanter
Unterschied festgestellt werden.
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Abbildung 7: Einfluss von Vitronectin-Varianten auf die
zellulare Adhéasion von Weri-Rb1-Zellen.

Dissoziierte Weri-Rb1-Zellen wurden in 96-Well-Zell-kultur-
platten fur 4 h in Gegenwart von aufgereinigtem VTN_rs704.C
und VTN_rs704:T (je 1,5 pg/ml) bzw. demselben Volumen des
Kontrolleluats inkubiert. Nach mehreren Waschschritten folgte
eine quantitative Auswertung adhéarenter Zellen. Hierflr wurden
die Zellen mit Hoechst-Losung angefarbt. Im Anschluss
erfolgten A) Phasenkontrast- und fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen in 4-facher VergroRerung, Skalierung 500 pm,
sowie B) photometrische Messungen zur Ermittlung der
Gesamtfluoreszenz adharenter Zellen im Mikroplatereader.
Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus acht
unabhangigen Replikaten, kalibriert auf die Kontrolle. Eine
statistische Evaluierung erfolgte mittels Kruskal-Wallis Test,
gefolgt von Dunn’s-Post Modifikation mit Bonferroni-Korrektur.
Statistisch signifikante Unterschiede sind durch Sternchen
gekennzeichnet (p < 0,05).

4.1.2 Assoziation von dissoziierten Zellen neuraler Schweine-Netzhaute

Dissoziierte Zellen porciner Netzhaute wurden in 96-Well-Zellkulturplatten fur 24 h mit
6 pg/ml VTN_rs704:C, VTN_rs704:T bzw. mit dem selben Volumen an Kontrolleluat

inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden adharente Zellen mittels Hoechst-

Losung angefarbt und einer quantitativen Analyse Uber Fluoreszenzmikroskopie

(Abbildung 8A) bzw. photometrische Messung der Fluoreszenz (Abbildung 8B)

unterzogen

Im Gegensatz zu den Ergebnissen, die fur Weri-Rb1-Zellen erhalten wurden, zeigte

sich bei porcinen retinalen Zellen, die mit Vitronectin behandelt worden waren,
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gegenuber Zellen, die mit Vitronectin-freiem Kontrolleluat behandelt wurden, ein Abfall
der zellularen Adhasion. Fir die mit VTN _rs704:C behandelten Proben konnte eine
Verringerung der Adhéasion um 17 % im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden.
Bei den mit VTN_rs704:T behandelten Zellen zeigte sich eine vergleichbare Abnahme
um 18 % verglichen mit den Kontrollproben. Beide Unterschiede erwiesen sich als
statistisch signifikant (p <0,05 zwischen VTN_rs704:.C bzw. VTN_rs704.T und
Kontrolle), zwischen den beiden Vitronectin-Varianten zeigte sich hier jedoch kein
Unterschied (Abbildung 8B).
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Abbildung 8: Einfluss von Vitronectin-Varianten auf die
_ zellulare Adhasion von dissoziierten Zellen neuronaler
porciner Netzhaut.
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Dissoziierte Zellen neuronaler porciner Netzhaut wurden in 96-
Well-Zellkulturplatten fir 24 h in Gegenwart von aufgereinigtem
VTN_rs704:C und VTN_rs704:T (je 6 pg/ml) bzw. demselben
Volumen an Kontrolleluat inkubiert. Nach mehreren Wasch-
schritten folgte eine quantitative Auswertung adharenter Zellen.
Hierfir wurden die Zellen mit Hoechst-Lésung angefarbt. Im
Anschluss erfolgten A) Phasenkontrast- und fluoreszenzmikros-
kopische Aufnahmen in 4-facher VergréRerung, Skalierung 500
um, sowie B) photometrische Messungen zur Ermittlung der
Gesamtfluoreszenz adhéarenter Zellen im Mikroplatereader.
Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen aus 10
unabhéngigen Replikaten, kalibriert auf die Kontrolle. Eine
statistische Evaluierung erfolgte mittels Kruskal-Wallis Test,
gefolgt von Dunn’s-Post Madifikation mit Bonferroni-Korrektur.
Statistisch signifikante Unterschiede sind durch Sternchen
gekennzeichnet (p <0,05).
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4.2 Effekt von Vitronectin auf die Zellhomdostase von Photorezeptoren unter
oxidativem Stress

Die Ursache fur den Verlust von Photorezeptoren in der Pathogenese der AMD kann
vielfaltig sein. Kumulativer oxidativer Stress scheint dabei eine bedeutende Rolle zu
spielen (Winkler et al., 1999; Hollyfield, 2010). Deshalb sollte in den folgenden
funktionellen Versuchen ein mdoglicher Effekt von Vitronectin auf AMD-assoziierte
Veranderungen der Zellhomoéostase unter oxidativem Stress untersucht werden. Dazu
gehoren Veranderungen der Zellviabilitat (Adler et al., 1999), Veranderungen der
Apoptose (Cook et al., 1995; Kyosseva, 2016), der Autophagie (Lohr et al., 2006;
Kunchithapautham und Rohrer, 2007) und der Aktivierung intrazellularer Signalwege
(Doménech und Marfany, 2020) — alles Prozesse, die auch durch Vitronectin
beeinflusst werden (Schvartz, Seger und Shaltiel, 1999; Zhao et al., 2011; Chan et al.,
2015; Kyosseva, 2016; Katoh, 2020). Als zellulares Modellsystem dienten hier erneut
Weri-Rb1-Zellen.

4.2.1 Zellviabilitat von Weri-Rb1-Zellen

Um den Effekt der Vitronectin-Varianten VTN _rs704:C und VTN _rs704:T auf das
Uberleben von Weri-Rb1-Zellen unter oxidativem Stress zu untersuchen, wurde in
Vorversuchen in FCS-freiem Medium zunachst die optimale Konzentration von H202
zur Stressinduktion an Weri-Rb1-Zellen ermittelt. Die Konzentration sollte in einem
Bereich liegen, in dem die Zellviabilitat so stark betroffen war, dass sowohl bei einem
moglicherweise negativen als auch bei einem moglicherweise positiven Effekt von
Vitronectin Abweichungen der Zellviabilitat nach unten bzw. nach oben zu detektieren
waren. Die Zellen sollten nach dem oxidativen Stress also reduzierte, aber nicht

vollstandig fehlende Zellviabilitat aufweisen.

Die Zellen wurden hierfir mit 0,15 mM, 0,3 mM, 0,6 mM, 0,9 mM, 1,5 mM, 2 mM, 3
mM und 5 mM H202 fir 2 h inkubiert. Im Anschluss wurde ein Mediumwechsel
vollzogen und die Zellen konnten fir 18 h regenerieren. Zur Ermittlung der Zellviabilitat
wurde ein MTT-Assay durchgefihrt — ein Standardverfahren zur Bestimmung
metabolischer Aktivitdt und damit Viabilitdt der Zellen, bei dem NAD(P)H-abhangig
MTT durch die zellulare Oxidoreduktase zu seiner unldslichen, blauen und damit im
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Photometer quantifizierbaren Formazan-Form reduziert wird (Riss et al., 2004). Die

Ergebnisse sind in Abbildung 9 dargestelit.
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folgende MTT-Assays ermittelt.

Bereits bei einer Konzentration von 0,15 mM H202 wurde eine Reduktion der relativen
zellularen Viabilitat der Weri-Rb1-Zellen auf 46 % der Zellen im Vergleich zur
unbehandelten Gruppe erzielt. Fur weitere Versuche zum Einfluss von H202 auf
Zellviabilitdt und Apoptoserate wurde deswegen eine Konzentration von 0,15 mM
genutzt, um oxidativen Stress zu induzieren. Dabei wurde den Weri-Rb1-Zellen
zusatzlich 1,5 pg/ml VTN _rs704:C bzw. VTN _rs704:T oder dasselbe Volumen an
Kontrolleluat zugegeben. Die Induktion von oxidativem Stress und Regeneration

erfolgten wie zuvor beschrieben.

Nach Regeneration wiesen die H202-behandelten Weri-Rb1-Zellen ein deutlich
reduziertes Zelliberleben (ca. 30 %) im Vergleich zur nicht gestressten Kontrollgruppe
auf (siehe Abbildung 10). Dabei wurden statistisch signifikante Unterschiede
zwischen allen nicht-behandelten und allen H202-behandelten Zellen ermittelt (p
<0,05).

Weder VTN _rs704:C noch VTN_rs704:T hatten einen statistisch signifikanten Einfluss
auf die Zellviabilitat von nicht-behandelten und H202-behandelten Zellen im Vergleich
zur Kontrolle (p >0,05). Daruber hinaus wurde auch kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen VTN rs704:C und VTN _rs704:T in behandelten Proben
beobachtet.
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- H20: + H-0: Abbildung 10: Einfluss von Vitronectin-Varianten auf
die Zellviabilitat von Weri-Rb1-Zellen nach oxida-
tivem Stress.
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Weri-Rb1-Zellen wurden in Gegenwart von aufgereinig-
tem VTN_rs704:C und VTN_rs704:T (je 1,5 pg/ml) bzw.
demselben Volumen an Kontrolleluat fir 2 h in Gegen-
wart von 0 (-H202) bzw. 0,15 mM (+H202) H20: inkubiert
und anschlieBend einer 18-stindigen Regenerations-
phase unterzogen. Im Anschluss erfolgte ein MTT-Assay
zur Ermittlung der Zellviabilitdt. Gezeigt sind Mittelwerte
und Standardabweichungen aus neun unabhangigen
Replikaten, kalibriert auf die Kontrolle. Eine statistische
Evaluierung erfolgte mittels Kruskal-Wallis Test, gefolgt
von Dunn’s-Post Modifikation mit Bonferroni-Korrektur.
Statistisch  signifikante  Unterschiede sind durch
Sternchen gekennzeichnet (p <0,05).
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4.2.2 Apoptose-Induktion in Weri-Rb1-Zellen

Um einen moglichen Effekt der Vitronectin-Varianten VTN _rs704:C und VTN _rs704:T
auf die Apoptose-Induktion nach oxidativem Stress zu untersuchen, wurden Weri-Rb1-
Zellen wie zuvor fir den MTT-Assay mit 0,15 mM H202 und 1,5 pg/ml VTN_rs704:C
oder VTN rs704.T bzw. demselben Volumen an Kontrolleluat inkubiert und
anschlieBend einer 18-stindigen Regenerationsphase, ebenfalls in Gegenwart von
Vitronectin bzw. Kontrolleluat unterzogen. Im Anschluss wurde zur Detektion von DNA-
Strangbriichen, die bei der Apoptose entstehen, ein Tunel-Assay durchgefihrt. Hierbei
werden die Strangbruche an den Enden der Nukleinsauremolekule (terminale ,nick-
ends®) in einer enzymatischen Reaktion mit Hilfe der terminalen Deoxynukleotidyl-
Transferase (TDT) mit fluoreszierenden Nukleotiden (dUTPs) markiert (TDT dUTP nick
end labeling = Tunel) (nach Gavrieli, Sherman und Ben-Sasson, 1992). Diese Tunel-
positiven Zellen wurden nach fluoreszenzmikroskopischer Aufnahme mit Hilfe der

ImageJ-Software quantifiziert (siehe Abbildung 11).
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B - H:02 + H0> Abbildung 11: Einfluss von Vitronectin-Varianten auf die
1,8 Apoptose-Induktion in Weri-Rb1-Zellen nach oxidativem
& 1.6 ‘ Stress.
(2] —

ERND 14 , _ -
© 5§ 12 Weri-Rb1-Zellen wurden in Gegenwart von aufgereinigtem
53 2 10 — B VTN_rs704:C und VTN_rs704:T (je 1,5 pg/ml) bzw. demselben
= é‘g 0.8 Volumen an Kontrolleluat fiir 2 h in Gegenwart von 0 (-H202)
S5 2 o8 bzw. 0,15 mM (+H202) H20:2 inkubiert und anschlieRend einer
853 9.2 \ 18-stiindigen Regenerationsphase unterzogen. Im Anschluss

O c Y ; : ‘e ;
=2 02 \ erfolgte ein Tunel-Assay zur Visualisierung apoptotischer
(’) \ Zellkerne, sowie DAPI-Farbung zur Visualisierung aller
© O - 0 O+ Zellkerne. A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme bei 20-
o3 533 facher VergrofRerung, Skalierung: 200 um. B) Die Flache Tunel-
€''s §'s's  gefarbter Zellkerne, sowie die aller DAPI-gefarbter Zellkerne
< SIS x Il wurde mittels ImageJd bestimmt. Im Anschluss wurde der Anteil
ES £ £ der Tunel-gefarbten Zellkerne an den gesamten Zellkernen

errechnet. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardab-
weichungen aus drei unabhangigen Replikaten, kalibriert auf
die Kontrolle ohne H202-Behandlung. Eine statistische Eva-
luierung erfolgte mittels Kruskal-Wallis Test, gefolgt von
Dunn’s-Post Modifikation mit Bonferroni-Korrektur.

Bei den mit H202 behandelten Weri-Rb1-Zellen zeigte sich im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle ein leichter Anstieg der Tunel-positiven Zellen um ca. 10 %,
welcher jedoch nicht statistisch signifikant war. Die mit VTN_rs704:C behandelten
Zellen verhielten sich dabei gleich zu den Kontroll-Zellen. Die Weri-Rb1-Zellen, die mit
VTN_rs704:T behandelt worden waren, zeigten jedoch sowohl in den unter oxidativem
Stress stehenden Proben, als auch in der nicht mit H202 behandelten Gruppe eine um

ca. 20 % niedrigere Apoptoserate (p >0,05).
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4.2.3 Autophagie-Induktion in Weri-Rb1-Zellen

Um einen weiteren Aspekt des oxidativen Stresses in der Pathogenese der AMD zu
untersuchen, wurde der Einfluss der Vitronectin-Varianten auf durch oxidativen Stress
induzierte Autophagie-Prozesse untersucht.

Hierfir wurden Weri-Rb1-Zellen fir 2 h mit 1 mM H20:2 unter oxidativen Stress gesetzt
(nach Szatmari-Toth et al., 2016) und anschlieRend mit Hilfe von Western-Blots die
Autophagie-Induktion anhand der Autophagiemarker LC3 und p62 untersucht. Der
Autophagiemarker LC3 (Leichtkette, ,light chain®) liegt auf zellularer Ebene in zwei
Formen vor: LC3 () als cytosolische Form und LC3 (ll) als membranstandige Form
von Autophagosomen (Tanida und Waguri, 2010). Wird in einer Zelle Autophagie
induziert, so wird das LC3 (I) mit cytosolischem Phosphatidylethanolamin konjugiert
und dabei zur LC3 (ll)-Form (Mizushima und Yoshimori, 2007). Diese beiden Formen
des LC3 sind im Western-Blot als separate Banden zu erkennen, da das LC3 (ll)
aufgrund seiner hoheren Hydrophobizitdt in der SDS-PAGE schneller wandert
(Mizushima und Yoshimori, 2007; Murakami et al., 2013). Ein steigendes Verhéltnis
von LC3 (ll) zu LC3 (l) deutet also auf Autophagie-Induktion hin (Mizushima und
Yoshimori, 2007). Der Autophagiemarker p62 wird durch Autophagie-Induktion
verstarkt abgebaut (Liu et al., 2016; Zhang et al., 2023).

Die H202-behandelten Proben zeigten im Vergleich zu unbehandelten Proben eine
deutliche Verringerung der p62-Expression, was auf eine erfolgreiche Autophagie-
Induktion schlieRen lasst (siehe Abbildung 12A und B, statistisch signifikant zwischen
allen H202-behandelten Proben im Vergleich zu allen nicht-oxidativ gestressten
Proben, p <0,05). Dabei schien Vitronectin bei nicht-oxidativ gestressten Proben auch
einen leichten Rickgang der p62-Proteinwerte zu bewirken (Abbildung 12B), der

jedoch statistisch nicht signifikant war.

Ebenso konnte fur die Gesamtheit aller mit H202-behandelten Proben eine statistisch
signifikante Steigerung der LC3 (lI)-Menge im Verhéltnis zur LC3 (I)-Menge
beobachtet werden (siehe Abbildung 12C, p <0,05 zwischen allen H202-behandelten
Proben im Vergleich zu allen nicht-oxidativ gestressten Proben). Dabei zeigte sich eine
Steigerung im Verhéltnis von LC3 (II) zu LC3 (1) von ca. 0,002 bei den nicht-oxidativ
gestressten Zellen auf bis zu 0,07 bei den H202-behandelten Proben. Vitronectin

schien hier bei den H202-behandelten Proben einen Autophagie-verstarkenden
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Einfluss zu haben, da im Vergleich zu Kontrolleluat-behandelten Zellen das Verhéltnis
von LC3 (II) zu LC3 (I) in Gegenwart von Vitronectin etwa doppelt so hoch war
(Abbildung 12A und C).
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Abbildung 12: Einfluss von Vitronectin-Varianten auf die Autophagie-Induktion in Weri-Rb1-
Zellen nach oxidativem Stress.

Weri-Rb1-Zellen wurden in Gegenwart von aufgereinigtem VTN_rs704:C und VTN_rs704:T (je 1,5
png/ml) bzw. demselben Volumen an Kontrolleluat fir 2 h in Gegenwart von 0 (-H202) bzw. 1 mM (+H203)
H20:2 inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Western-Blot Analyse mit Antikdrpern gegen p62, LC3 und
ACTB als Ladekontrolle (A). Die Signale wurden tber die LICOR Image Studio-Software quantifiziert.
B) Fur p62 erfolgte eine Normalisierung auf ACTB, C) fur LC3 wurde das Verhaltnis aus LC3 (Il) zu LC3
() errechnet. Gezeigt werden Mittelwerte und Standardabweichungen aus sechs unabhéngigen
Replikaten, kalibriert gegen die nicht-oxidativ gestresste (- H-02) Kontrolle. Die Auswertung erfolgte fur
alle Proben mit Hilfe des Kruskal-Wallis Tests und anschlieender Dunn’s-Post Modifikation mit
Bonferroni-Korrektur, bzw. fiir den Vergleich der Gesamtheit aller gestressten gegen die ungestressten
Zellen mit Wilcoxon-Mann-Whitney Test. Statistisch signifikante Unterschiede sind durch Sternchen
gekennzeichnet (p <0,05).

4.2.4 Intrazellulare Signalwegsinduktion in Weri-Rb1

Vitronectin aktiviert nach Bindung an seine Rezeptoren verschiedene Signalwege, wie
den ERK (extracellular signal regulated kinases) -Signalweg (Schvartz, Seger und
Shaltiel, 1999), den FAK (focal adhesion kinase) -Signalweg (Keasey et al., 2018) oder
den AKT-Signalweg (Zheng et al., 2000). Um einen Effekt von Vitronectin auf das
intrazellulare Signaling vor und nach Applikation von oxidativem Stress in Weri-Rb1-
Zellen untersuchen zu kénnen, wurden Western-Blot Analysen mit Antikdrpern gegen
phosphorylierte und damit aktivierte Markerproteine der jeweiligen Signalwege

durchgefuhrt.
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Als Marker fur den ERK-Signalweg wurde die Phosphorylierung von ERK1/2 (Guo et
al., 2020) verfolgt, als Marker fur den FAK-Signalweg die Phosphorylierung von FAK
(Zhao und Guan, 2011) und als Marker fur den AKT-Signalweg die Phosphorylierung
von AKT (Madhunapantula, Mosca und Robertson, 2011).

In der Analyse der ERK-Signalwegsaktivierung zeigt sich fur die mit H2O2 behandelten
Proben eine tendenzielle Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung im Vergleich zu
den nicht gestressten Proben (siehe Abbildung 13, p >0,05). In den mit VTN_rs704:T
inkubierten Proben wurden héhere Werte an phosphoryliertem ERK1/2 im Vergleich
zu Proben erhalten, die mit Kontrolleluat oder VTN _rs704:C inkubiert worden waren,
sowohl mit als auch ohne H202-Stress. Die beobachteten Unterschiede waren dabei
statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 13: Einfluss von Vitronectin-Varianten auf die ERK-Signalwegs-Induktion in Weri-
Rb1-Zellen nach oxidativem Stress.

Weri-Rb1-Zellen wurden in Gegenwart von aufgereinigtem VTN_rs704:C und VTN_rs704:T (je 1,5
pa/ml) bzw. demselben Volumen an Kontrolleluat fir 2 h in Gegenwart von 0 (-H202) bzw. 1 mM (+H203)
H20: inkubiert. A) Im Anschluss erfolgte eine Western-Blot Analyse mit Antikérpern gegen phospho-
ryliertes ERK1/2 (pERK1/2) und gesamtes ERK1/2. B) Die Signale wurden uber die LICOR Image
Studio-Software quantifiziert. Signale von pERK1/2 wurden auf die Signale von ERK1/2 normalisiert und
gegen die nicht-oxidativ gestresste (- H202) Kontrolle kalibriert. Gezeigt werden Mittelwerte und
Standardabweichungen aus sechs unabhéngigen Replikaten. Die Auswertung erfolgte fir alle Proben
mit Hilfe des Kruskal-Wallis Tests und anschlieRender Dunn’s-Post Modifikation mit Bonferroni-
Korrektur, bzw. fir den Vergleich der Gesamtheit aller gestressten gegen die ungestressten Zellen mit
Wilcoxon-Mann-Whitney Test. Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede detektiert.
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Als néchstes wurde der FAK-Signalweg untersucht (Abbildung 14). Dabei zeigten
sich sowohl im Vergleich von Kontrollproben mit den mit Vitronectin-Varianten
behandelten Proben als auch im Vergleich von H202-gestressten mit den nicht-H20:-
gestressten Proben keine Unterschiede (siehe Abbildung 14B).
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Abbildung 14: Einfluss von Vitronectin-Varianten auf die FAK-Signalwegs-Induktion in Weri-Rb1-
Zellen nach oxidativem Stress.

Weri-Rb1-Zellen wurden in Gegenwart von aufgereinigtem VTN_rs704:C und VTN_rs704:T (je 1,5
pg/ml) bzw. demselben Volumen an Kontrolleluat fir 2 h in Gegenwart von 0 (-H202) bzw. 1 mM (+H203)
H202 inkubiert. A) Im Anschluss erfolgte eine Western-Blot Analyse mit Antikdrpern gegen
phosphoryliertes FAK (pFAK) und gesamtes FAK. B) Die Signale wurden tber die LICOR Image Studio-
Software quantifiziert. Signale von pFAK wurden auf die Signale von FAK normalisiert und gegen die
nicht-oxidativ gestresste (-H202) Kontrolle kalibriert. Gezeigt werden Mittelwerte und Standard-
abweichungen aus sechs unabhangigen Replikaten. Die Auswertung erfolgte fiir alle Proben mit Hilfe
des Kruskal-Wallis Tests und anschlieBender Dunn’s-Post Modifikation mit Bonferroni-Korrektur, bzw.
fur den Vergleich der Gesamtheit aller gestressten gegen die ungestressten Zellen mit Wilcoxon-Mann-
Whitney Test. Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede detektiert.

In der Analyse der AKT-Signalwege konnte zwischen der Gesamtheit aller nicht-
oxidativ gestresster Proben und den mit H202 behandelten Proben eine statistisch
signifikante Steigerung der relativen phosphorylierten AKT-Menge im Vergleich zum
AKT festgestellt werden (p <0,05, Abbildung 15). Diese Steigerung war zwischen den
einzelnen Vitronectin-Varianten unterschiedlich stark ausgepragt. So stiegen die

relativen intrazellularen phosphorylierten AKT-Mengen in den gestressten, mit
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VTN _rs704:C behandelten Proben im Vergleich zu den ungestressten, mit
VTN _rs704:C behandelten Proben um mehr als das Dreifache. Bei den mit
VTN_rs704:T behandelten Proben fiel dieser Anstieg geringer aus (Anstieg um das
1,8-fache). Den grol3ten Anstieg des phosphorylierten AKT bei gestressten Proben,
konnte mit einem Anstieg um etwa das Sechsfache der unbehandelten Proben, in der

Vitronectin-freien Kontrollgruppe beobachtet werden (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Einfluss von Vitronectin-Varianten auf die AKT-Signalwegs-Induktion in Weri-Rb1-
Zellen nach oxidativem Stress.

Weri-Rb1-Zellen wurden in Gegenwart von aufgereinigtem VTN_rs704:C und VTN_rs704:T (je 1,5
pa/ml) bzw. demselben Volumen an Kontrolleluat fir 2 h in Gegenwart von 0 (-H202) bzw. 1 mM (+H203)
H202 inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Western-Blot Analyse mit Antikdrpern gegen
phosphoryliertes AKT (pAKT) und gesamtes AKT, sowie gegen ACTB als Ladekontrolle (A). B) Die
Signale wurden Uber die LICOR Image Studio-Software quantifiziert. Signale von pAKT wurden auf die
Signale von AKT normalisiert und gegen die nicht-oxidativ gestresste (-H202) Kontrolle kalibriert.
Gezeigt werden Mittelwerte und Standardabweichungen aus finf unabhéngigen Replikaten. Die
Auswertung erfolgte fur alle Proben mit Hilfe des Kruskal-Wallis Tests und anschlieRender Dunn’s-Post
Modifikation mit Bonferroni-Korrektur, bzw. fir den Vergleich der Gesamtheit aller gestressten gegen
die ungestressten Zellen mit Wilcoxon-Mann-Whitney Test. Statistisch signifikante Unterschiede sind
durch Sternchen gekennzeichnet (p <0,05).
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4.3 Effekt von Vitronectin und seiner Varianten auf das Phagocytoseverhalten
von hiPSC-RPE-Zellen

Ein wichtiger Aspekt der Pathogenese der AMD ist die eingeschrankte Funktion der
RPE-Zellen zur Phagocytose der abgestoRenen d&ul3eren Segmente der
Photorezeptoren (Ding, Patel und Chan, 2009; Van Lookeren Campagne et al., 2014;
Michalska-Matecka et al., 2015). Dabei ist auch der RPE-stdndige Vitronectin
(Integrin)-Rezeptor an der Regulation der Phagocytose beteiligt (Nandrot, Chang und
Finnemann, 2008). Im Folgenden sollte deswegen ein moglicher Einfluss von

Vitronectin auf die Phagocytosekapazitat von RPE-Zellen untersucht werden.

Wie alle zellularen Prozesse, so ist auch die Phagocytose ein durch intrazellulare
Signalwege gesteuerter Prozess (Kevany und Palczewski, 2010; Chiang et al., 2017).
Dazu gehort zum Beispiel der ERK-Signalweg, der FAK-Signalweg und die
Phosphorylierung des initialen Signaltransmitters SRC (Finnemann, 2003; Plows et al.,
2004; Law et al.,, 2009; Chen et al., 2019). Da all diese Signalwege auch durch
Vitronectin nach dessen Bindung an den Vitronectin (Integrin)-Rezeptor reguliert
werden (Felsenfeld et al., 1999; Schvartz, Seger und Shaltiel, 1999; Keasey et al.,
2018), sollte im Rahmen der Phagocytose-Assays auch die intrazellulare

Signalwegsinduktion verfolgt werden.

4.3.1 Charakterisierung der hiPSC-RPE-Zellen

Als Modell fur die RPE-Zellschicht der menschlichen Netzhaut wurden hiPSC-RPE-
Zellen verwendet. Um die korrekte Ausdifferenzierung der hiPSCs zu hiPSC-RPE-
Zellen zu Uberprifen, wurden Untersuchungen zur Bildung einer Epithelbarriere, zur
Expression RPE-typischer Zellmarker, und zur korrekten Lokalisation
charakteristischer Proteine durchgefiihrt (nach Biasella et al., 2020).

Um die epitheliale Integritdt zu Uberprufen, wurde der transepitheliale elektrische
Widerstand (transepithelial electrical resistance, TEER) der hiPSC-RPE-Zellen
gemessen. Die dabei erhaltenen Werte lagen fur sechs Wochen alte hiPSC-RPE-
Zellen bei 120,2 £ 6,2 Q * cm?, wobei in der dazu bekannten Literatur Werte zwischen
50 und 200 Q * cm? bei intakter Barrierefunktion humaner RPE-Monolayer angegeben

werden (Maminishkis et al., 2006; Ablonczy und Crosson, 2007).
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Zur Untersuchung des RPE-typischen Expressionsmusters wurden Reverse
Transkriptase-PCR Analysen an sechs Wochen alten hiPSC-RPE-Zellen
durchgefthrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16A dargestellt. Es zeigte sich, dass
die RPE-Markergene RPEG65, BEST1, RLBP1 und ITGB8 in hiPSC-RPE-Zellen
exprimiert werden, wohingegen keine Expression in hiPSC-Zellen detektiert wurde.
Auch die Expression des Melanogenesemarkers TYR konnte in hiPSC-RPE-Zellen
nachgewiesen werden, nicht jedoch in hiPSC-Zellen. Im Gegenzug wurden die
Stammzellmarker SOX2 und OCT4 nur in hiPSC- und nicht in hiPSC-RPE-Zellen

nachgewiesen.

Des Weiteren wurde auch die physiologische Architektur des hiPSC-RPE genauer
untersucht. Dazu wurden sechs Wochen alte hiPSC-RPE-Zellen einer
immuncytochemischen Féarbung unterzogen und Expression und Lokalisation der
charakteristischen Membranproteine Bestrophin 1 (BEST1), Zonula-occludens (ZO-1,
Light junction protein 1%) und Natrium-/Kalium-ATPase alphal (ATP1Al) und betal
(ATP1B1) dargestellt (siehe Abbildung 16B-D). Die konfokalmikroskopischen
Aufnahmen zeigen eine korrekte laterale Lokalisation der Marker BEST1 und ZO-1,
entsprechend ihrer physiologischen Lokalisation im RPE (Williams und Rizzolo, 1997;
Marmorstein et al., 2000). Dabei lie3 sich BEST1 eher im basolateralen Bereich
darstellen, wohingegen ZO-1 im apikal-lateralen Bereich zu detektieren war. Die
Natrium-/Kalium-ATPase-Untereinheiten ATP1A1 und ATP1B1 wurden, entsprechend
ihrer physiologischen Lokalisation im RPE (Hu et al., 1994), an der apikalen Seite
detektiert.

Vor der Durchfihrung spaterer Phagocytose- und Signaling-Versuche wurde
aulRerdem die endogene Proteinexpression folgender Proteine Uberprift: Vitronectin,
Rhodopsin als Marker fir Photorezeptor-Aul3ensegmente (Concepcion, Mendez und
Chen, 2002), Integrin avBs als wahrscheinlichster Rezeptor fiur die
Phagocytosevorgange am RPE (Finnemann und Nandrot, 2006), 3-Aktin, Tubulin und
ATP1A1 als mogliche Housekeeper (Kobayashi und Kawakami, 1997; Mazzoni, Mao
und Finnemann, 2019), ERK1/2 und phosphoryliertes ERK1/2 als Marker fur das MAP-
Kinasen-Signaling (Kyosseva, 2016), FAK und phosphoryliertes FAK als Marker fir
den FAK-Signalweg (Schaller, 2010), sowie SRC und phosphoryliertes SRC als
Marker fiur die Aktivierung von SRC, einem initialen Signaltransmitter, der an

verschiedenen Signalwegen beteiligt ist (Felsenfeld et al., 1999). Die Ergebnisse
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dieser Analysen sind in Abbildung 16E dargestellt. Es wurde keine Vitronectin-
Expression ausgehend von den hiPSC-RPE-Zellen detektiert, sodass potenzielle
Effekte des extern zugefuhrten, rekombinanten Vitronectins allein auf dieses
zurtckzufihren wéaren. Ebenso konnte auch kein Rhodopsin-Signal in den hiPSC-
RPE-Zellen detektiert werden, sodass phagocytierte Photorezeptor-Au3ensegmente
im spateren Versuch Uber Rhodopsin gemessen werden kdénnen. Da der gangige
Housekeeper Aktin (ACTB) selbst an den zellularen Phagocytoseprozessen teilnimmt
und eine Veranderung der intrazellularen Proteinmenge mdglich ist, wurde als weiterer
Housekeeper ATP1A1 miteinbezogen (May und Machesky, 2001; Mazzoni, Mao und
Finnemann, 2019). Auch der Vitronectin (Integrin)-Rezeptor avBs (ITGB5) war auf den
hiPSC-RPE-Zellen zu detektieren. Fur alle Signaling-Marker konnten ebenfalls

deutliche Banden erhalten werden.

81



Ergebnisse

A B basale Region apikale Region
RPE65 'y 3 L4 . " \ |
BEST1
RLBP1
ITGBS8
1¥YR
OCT4
SOX2
GUSB
apikal ZO;1 IB: a-ATP1A1 : IB: 0-ERK1/2 | o
basal [5121
IB: a-ACTB - —
D IB: a-pERK1/2 e
ikal IB: a-Rho1D4 IB: a-FAK -
apika “’ b . e .
CEEEINATP1A IB: a-pFAK -
apikal $ L RN X IB: a-VTN IB: a-SRC -
basal [Alsl=k IB: a-ITGB5 «== IB: 0-pSRC —

Abbildung 16: Charakterisierung der hiPSC-RPE-Zellen.

Nach Abschluss der hiPSC-RPE-Ausdifferenzierung (siehe auch Biasella et al., 2020) wurden die Zellen
auf Expression und Lokalisation spezifischer RPE-Marker untersucht. A) RT-PCR zur Analyse der
MRNA-Expression von RPE-Markergenen RPE65, BEST1, RLBP1 und ITGB8, des Melanogenese-
markers TYR und der Stammzellmarker OCT4 und SOX2 mit cDNA aus hiPSCs (Spur 1) und hiPSC-
RPE (Spur 2). Die PCR mit Primern gegen den Housekeeper GUSB diente als Kontrolle. Als Negativ-
kontrolle wurde H20 dest. statt cDNA zugegeben (Spur 3). B) Immunocytochemische Farbung der
hiPSC-RPE-Zellen mit Antikérpern gegen BEST1 (griin), ZO-1 (rot). Konfokalmikroskopische Aufnahme
in 40-facher VergroRerung, Skalierung 20 um. C) Vertikale Z-Projektion nach immunocytochemischer
Farbung gegen BEST1 (grun) und ZO-1 (rot), Zellkerne sind mit DAPI (blau) angefarbt. Konfokal-
mikroskopische Aufnahme in 40-facher VergréRerung. D) Vertikale Z-Projektion nach immuncyto-
chemischer Farbung gegen ATP1A1 (rot) und ATP1B1 (rot), Zellkerne sind mit DAPI angeférbt (blau).
Konfokalmikroskopische Aufnahme in 40-facher VergréRerung. E) Western-Blot Analysen von hiPSC-
RPE Zelllysaten mit Antikdrpern gegen ATP1A1, ACTB, Rhodopsin (Rho1D4), Vitronectin, Integrin avs
(ITGB5), ERK1/2 bzw. phosphoryliertes (p)ERK1/2, FAK bzw. phosphoryliertes (p)FAK und SRC bzw.
phosphoryliertes (p)SRC.

4.3.2 Phagocytose von Photorezeptor-Aul3ensegmenten

Zur Untersuchung eines Effekts der Vitronectin-Varianten auf das Phagocytose-
verhalten von RPE-Zellen wurden hiPSC-RPE-Zellen mit Photorezeptor-
Aul3ensegmenten aus porcinen Netzhauten unter Zugabe des rekombinanten
Vitronectins (1,5 pg/ml) fur 2 h inkubiert. Im Anschluss wurden die hiPSC-RPE-Zellen

gewaschen, um nicht gebundene Photorezeptor-Aul3ensegmente zu entfernen und die
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ersten Zellproben (Zeitpunkt 0 h) geerntet. Nach weiteren zwei Stunden Inkubation mit
Vitronectin wurde ein weiteres Zellpellet geerntet (Zeitpunkt 2 h) und nach weiteren
zwel Stunden ebenso mit den letzten Proben (Zeitpunkt 4 h) verfahren. AnschlieRend
wurden die Zellpellets einer Western-Blot Analyse unterzogen, um die Phagocytose
der Photorezeptor-AuRensegmente zu untersuchen. Vom Input wurden vor der
Applikation auf die Zellen Aliquots abgenommen und ebenfalls der Western-Blot
Analyse unterzogen (siehe Abbildung 17). Western-Blots aus funf unabhangigen
Replikaten wurden einer quantitativen Analyse zur Bestimmung aufgenommener

Photorezeptor-Aul3ensegmente unterzogen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Western-Blot Analyse zum Einfluss von Vitronectin auf die Phagocytose-
Kapazitat von hiPSC-RPE-Zellen.

HiPSC-RPE-Zellen wurden fir 2 h mit isolierten Photorezeptor-Aul3ensegmenten unter Zugabe von je
1,5 pg/ml VTN_rs704:C und VTN_rs704:T bzw. demselben Volumen aus Kontrolleluat inkubiert. Von
dem jeweiligen Input der verschiedenen Ansatze wurden Proben entnommen. Nach mehreren Wasch-
schritten wurden die ersten so behandelten Zellen geerntet (Zeitpunkt 0 h). Weitere Anséatze wurden flr
weitere 2 h bzw. 4 h inkubiert (Zeitpunkte 2 h und 4 h). Im Anschluss erfolgte eine Western-Blot Analyse
mit Antikdrpern gegen Rhodopsin (RholD4), Vitronectin (VTN) sowie ACTB und ATP1Al als
Housekeeper.
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Wie in den Input-Proben zu sehen, waren in allen Ansatzen in etwa gleiche Mengen
an Photorezeptor-Aul3ensegmenten und Vitronectin (VTN_rs704:C, VTN _rs704:T,
aul3er in Kontrollproben) vorhanden. Es wurden keine Signale fir ACTB oder ATP1A1
erhalten.

Vitronectin wurde nicht in den Zellpellets detektiert, obwohl die Expression des
Vitronectin-Rezeptors in Vorversuchen bei hiPSC-RPE-Zellen nachgewiesen wurde
(Abbildung 16E). Ob zu geringe Mengen an Vitronectin gebunden hatten, welche
unter der Detektionsgrenze der Western-Blot Analyse lagen, Vitronectin in den
Waschschritten wieder abgewaschen wurde oder kaum/kein Vitronectin an die Proben

gebunden hatte, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden.

Hingegen wurden in den Zellpellets starke Signale mit dem Rhodopsin-Antikérper
erhalten (Abbildung 17), was die Bindung bzw. Phagocytose von Photorezeptor-
AulRRensegmenten durch die hiPSC-RPE-Zellen belegt. Dabei konnte ein generelles
Absinken der intrazellularen Rhodopsin-Menge mit fortschreitender Zeit beobachtet
werden (von 0 h bis zu 4 h um ca. 30-50 %, siehe Abbildung 18A). Im Gesamtver-
gleich aller Proben wurden dabei statistisch signifikante Unterschiede zwischen der
unbehandelten Kontrolle und dem 2 h-Pellet, das mit VTN_rs704:C behandelt worden
war, sowie zwischen der unbehandelten Kontrolle und dem mit VTN_rs704:T
behandelten 4 h-Pellet detektiert (p <0,05).

Insgesamt zeigte sich in den Kontroll-Proben nach der initialen Inkubation mit
Photorezeptor-AulRensegmenten (Zeitpunkt 0 h) eine hohere Rhodopsinmenge, als in
den mit Vitronectin-Varianten behandelten Proben. Bei Einzelbetrachtung dieses
Zeitpunkts war der Unterschied zwischen Kontrollproben und mit VTN _rs704:T
behandelten Proben statistisch signifikant (p <0,05, Abbildung 18B).

2 h spater (Zeitpunkt 2 h) waren die Rhodopsin-Mengen in den Zellen jeweils um ca.
50 % abgesunken (Abbildung 18A). Noch einmal zwei Stunden spéter (Zeitpunkt 4 h)
waren primar die Rhodopsin-Mengen der Kontrollzellen nochmals um ca. 30 %
reduziert (Abbildung 18A).

Fir die Menge von ACTB konnten keine Unterschiede im Laufe des Versuchs oder fur
unterschiedliche Vitronectin-Varianten ermittelt werden (Abbildung 18C), was hier
gegen eine Beeinflussung der ACTB-Mengen durch die Phagocytose-Induktion
spricht.

84



Ergebnisse

A 0h 2h 4h B C 0h 2h 4h
12 ) 3,5
o 10 & o 30
%g 08 %8) 2.5
NE 6 §g 20
E& €E 15
28 o4 2= o }
i = ’ I
I o i
0 0
o o
° °
= =
(e} o
¥ N

Kontrolle }%

20k 20k 20 20K O = O = O =
e < O isb <t e < O < < < X < g <
< O O - O O = O O < O O o o o o (= Wl
C~ I~ C N~ K~ C~ N~ c~ I~ ~ I~ ~ I~ ~ =~
o uw w o u » O v w o w wn w u w w w u
QLe 2 ee CLe e 28 22 22 2L
ZZ Z = Z2Z Tz Z 2 Z 2 ZZ
E e E B EE ok E B EE E E
> > > > > > > > > > > > > >

P e

o o

Abbildung 18: Einfluss von Vitronectin auf die Phagocytose-Kapazitat von hiPSC-RPE-Zellen -
guantitative Auswertung.

Die Western-Blot Analysen aus finf unabhangigen Replikaten des Phagocytose-Versuchs (beispielhaft
gezeigt in Abbildung 17) wurden quantitativ Gber die LICOR Image Studio-Software ausgewertet. Die
Signale von Rhodopsin und Aktin wurden dabei auf die Signale von ATP1Al normalisiert. Die
Rhodopsin-Auswertung erfolgte fur alle Proben (A) bzw. nur fur die 0 h-Proben (B) mit Hilfe des Kruskal-
Wallis Tests und anschlieender Dunn’s-Post Modifikation mit Bonferroni-Korrektur. Fir die Aktin-
Auswertung (C) wurden wieder alle Proben miteinbezogen. Statistisch signifikante Unterschiede sind
mit Sternchen gekennzeichnet (p <0,05).

4.3.3 Effekt auf die intrazellularen Signalwege der hiPSC-RPE-Zellen wahrend
der Phagocytose

Im Folgenden wurden die Effekte der Vitronectin-Varianten auf die mit der
Phagocytose assoziierten intrazellularen Signalwege (ERK1/2, FAK und SRC-
Aktivierung; Finnemann, 2003; Law et al., 2009; Chiang et al., 2017) an den
behandelten hiPSC-RPE-Zellen untersucht. Dazu wurden die Zell-Pellets aus den in
4.3.2 beschriebenen Phagocytose-Assays Western-Blot Analysen mit AntikGrpern
gegen ERK1/2, FAK, SRC und deren phosphorylierte Formen als Marker fur die
jeweiligen Signalwege unterzogen (siehe auch 4.2.4 und 4.3.1; Felsenfeld et al., 1999;
Schaller, 2010; Kyosseva, 2016).

Dabei konnte festgestellt werden, dass die relative intrazellulare Menge des
phosphorylierten und damit aktivierten ERK1/2 einen zeitabhangigen Rickgang
aufweist (Abbildung 19): Vergleicht man die O h- und die 2 h-Proben miteinander, so
halbierten sich die Mengen des phosphorylierten ERK1/2 in etwa. Nach weiteren 2 h

fand eine weitere Reduktion der Mengen an phosphoryliertem ERK1/2 statt. Im
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Vergleich der gesamten Proben, welche zu einem der definierten Zeitpunkte
genommen wurden, war dieser Riuckgang fur alle 4 h-Proben im Vergleich zu allen O

h-Proben statistisch signifikant (p <0,05).

Die mit unterschiedlichen Vitronectin-Varianten behandelten Proben unterschieden
sich dabei im Wesentlichen nicht voneinander. In der O h-Probe ko&nnte man
tendenziell etwas gréRere Mengen an phosphoryliertem ERK1/2 in den mit Vitronectin
behandelten Zellen vermuten als in der Kontrolle. Aufgrund der hohen
Standardabweichungen bei den mit Vitronectin behandelten Proben ist hier jedoch

keine gesicherte Aussage moglich.
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Abbildung 19: Western-Blot Analyse zum Einfluss von Vitronectin auf das intrazellulare ERK1/2-
Signaling nach Phagocytose-Induktion in hiPSC-RPE-Zellen.

HiPSC-RPE-Zellen wurden fur zwei Stunden mit isolierten Photorezeptor-Aul3ensegmenten unter
Zugabe von je 1,5 pg/ml VTN_rs704:C und VTN_rs704:T bzw. demselben Volumen aus Kontrolleluat
inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden die ersten so behandelten Zellen geerntet (Zeitpunkt
0 h). Weitere Ansétze wurden fir weitere 2 h bzw. 4 h inkubiert (Zeitpunkte 2 h und 4 h). A) Im Anschluss
erfolgte eine Western-Blot Analyse mit Antikbrpern gegen gesamtes ERK1/2, sowie gegen
phosphoryliertes ERK1/2 (pERK1/2). B) Die Western-Blot Analysen aus funf unabhangigen Replikaten
wurden quantitativ Uber die LICOR Image Studio-Software ausgewertet. Die Signale von pERK wurden
dabei auf die Signale von ERK normalisiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Kruskal-Wallis Tests
und anschlielender Dunn’s-Post Modifikation mit Bonferroni-Korrektur. Statistisch signifikante
Unterschiede sind mit Sternchen gekennzeichnet (p <0,05).
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Fur die Immunoblots der phosphorylierten FAK-Proteine konnten statistisch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Zeitpunkten oder fur
Vergleich von Vitronectin-Varianten mit Kontrollen ermittelt werden (siehe Abbildung
20). Die Auswertung gestaltete sich jedoch aufgrund der schlechten Detektierbarkeit
der FAK-Proteine in den Zellpellets und daraus resultierenden grof3en Standard-

abweichungen schwierig.
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Abbildung 20: Western-Blot Analyse zum Einfluss von Vitronectin auf das intrazellulare FAK-
Signaling nach Phagocytose-Induktion in hiPSC-RPE-Zellen.

HiPSC-RPE-Zellen wurden fir zwei Stunden mit isolierten Photorezeptor-Auf3ensegmenten unter
Zugabe von je 1,5 pg/ml VTN_rs704:C und VTN_rs704:T bzw. demselben Volumen an Kontrolleluat
inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden die ersten so behandelten Zellen geerntet (Zeitpunkt
0 h). Weitere Ansétze wurden fir weitere 2 h bzw. 4 h inkubiert (Zeitpunkte 2 h und 4 h). A) Im Anschluss
erfolgte eine Western-Blot Analyse mit Antikdrpern gegen gesamtes FAK, sowie gegen phosphoryliertes
FAK (pFAK). B) Die Western-Blot Analysen aus vier unabhé@ngigen Replikaten wurden quantitativ Uber
die LICOR Image Studio-Software ausgewertet. Die Signale von pFAK wurden dabei auf die Signale
von FAK normalisiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Kruskal-Wallis Tests und anschlielender
Dunn’s-Post Moadifikation mit Bonferroni-Korrektur. Es konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede detektiert werden.

In den Analysen der SRC-Aktivierung konnte eine deutliche signifikante Reduktion der
Mengen an phosphoryliertem und damit aktiviertem SRC im Laufe der Inkubationszeit
gemessen werden (siehe Abbildung 21). Nach zweistindiger Inkubation (Zeitpunkt 2
h) sank die relative Menge des intrazellularen phosphorylierten SRC in allen Proben
auf etwa die Halfte im Vergleich zum Zeitpunkt O h ab. Nach weiteren zwei Stunden

Inkubation (Zeitpunkt 4 h) konnte eine weitere Reduktion des Signals gezeigt werden.
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Diese Abnahme war in der Gesamtheit der 4 h-Proben im Vergleich mit der Gesamtheit
der O h-Proben statistisch signifikant (p <0,05). Nach 4 h wurde zuséatzlich in den mit
Vitronectin behandelten Proben eine tendenziell niedrigere intrazellulare Menge an
phosphoryliertem SRC detektiert, als in der Kontrollprobe (ca. 80 % weniger im

Vergleich zur 4 h-Kontrolle).
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Abbildung 21: Western-Blot Analyse zum Einfluss von Vitronectin auf das intrazellulare SRC-
Signaling nach Phagocytose-Induktion in hiPSC-RPE-Zellen.

HIPSC-RPE-Zellen wurden fir zwei Stunden mit isolierten Photorezeptor-Aul3ensegmenten unter
Zugabe von je 1,5 pg/ml VTN_rs704:C und VTN_rs704:T bzw. demselben Volumen aus Kontrolleluat
inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden die ersten so behandelten Zellen geerntet (Zeitpunkt
0 h). Weitere Ansétze wurden fir weitere 2 h bzw. 4 h inkubiert (Zeitpunkte 2 h und 4 h). A) Im Anschluss
erfolgte eine Western-Blot Analyse mit Antikdrpern gegen gesamtes SRC sowie gegen phosphoryliertes
SRC (pSRC). B) Die Western-Blot Analysen aus drei unabhangigen Replikaten wurden quantitativ Uber
die LICOR Image Studio-Software ausgewertet. Die Signale von pSRC wurden dabei auf die Signale
von SRC normalisiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Kruskal-Wallis Tests und anschlieRender
Dunn’s-Post Modifikation mit Bonferroni-Korrektur. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit
Sternchen gekennzeichnet (p <0,05).
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5 Diskussion

Der Einzelnukleotidpolymorphismus rs704 im VTN-Gen ist hoch signifikant mit der
AMD assoziiert. Um eine mégliche Rolle des Vitronectins auf subretinale Prozesse in
der AMD-Pathogenese zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit funktionelle Versuche
zum Einfluss der Isoformen VTN_rs704:T, welche mit der AMD assoziiert ist und
VTN_rs704:C, dem nicht-Risiko-Allel, durchgefihrt.

In Versuchen zum Einfluss des Vitronectins auf die zellulare Adhasion von
Retinoblastom (Weri-Rb1)- und dissoziierten porcinen Netzhaut-Zellen, konnte unter
Vitronectin-Behandlung eine gesteigerte Adhéasion der Weri-Rb1-Zellen festgestellt
werden, jedoch eine verminderte Adhasion der dissoziierten porcinen Netzhaut-Zellen.
In beiden Féllen wurde kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
VTN_rs704:C oder VTN_rs704:T beobachtet. Nach oxidativem Stress (durch H202-
Behandlung) zeigten die Weri-Rb1-Zellen ein deutlich reduziertes Zelliberleben,
Vitronectin beeinflusste diesen Prozess nicht. Bei Messung apopototischer Weri-Rb1-
Zellen nach H202-Stress wurde keine Veranderung der Anzahl apoptotischer Zellen
durch VTN _rs704:C erzielt. Zellen, welche mit VTN_rs704:T behandelt worden waren,
zeigten eine leichte, statistisch jedoch nicht signifikant verminderte Apoptose sowohl
in der H202-behandelten, als auch in der unbehandelten Gruppe. Bei Messung der
Autophagie nach H202-Stress in Weri-Rb1-Zellen schien Vitronectin — sowohl bei
oxidativ gestressten als auch bei nicht-gestressten Zellen — eine leichte Autophagie-
induzierende Wirkung zu besitzen. Auf den ERK1/2- und den AKT Signalweg in diesen
Zellen hatte der oxidative Stress einen stimulierenden Einfluss. Zusatzlich wurde das
ERK-Signaling durch Vitronectin leicht stimuliert, wobei VTN_rs704:T tendenziell eine
etwas starkere Stimulierung zeigte als VTN_rs704:C. Die H202-induzierte Steigerung
des AKT-Signalings fiel in den mit Vitronectin behandelten Zellen etwas geringer aus
als in den Kontrollzellen. Der FAK-Signalweg wurde weder durch die Behandlung mit
H202 noch durch Vitronectin beeinflusst. In Versuchen zum Einfluss des Vitronectins
und seiner Varianten auf die Phagocytose von Photorezeptor-AulRensegmenten durch
hiPSC-RPE-Zellen konnte eine verminderte Phagocytose-Aktivitat in Vitronectin
behandelten Zellen beobachtet werden. Auf das ERK- oder FAK-Signaling hatte
Vitronectin in diesen Zellen keinen Einfluss. Jedoch wurde eine Reduktion des SRC-

Signalings durch beide Vitronectin-Varianten beobachtet.
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5.1 Adhé&sion neuronaler Zellen unter Vitronectin-Einfluss

Als Teil der Pathogenese der AMD wird die fokale Ablésung der Netzhaut von darunter
liegenden Schichten beschrieben (Ardeljan und Chan, 2013; Van Lookeren Campagne
et al., 2014). Die Integritat des Zellverbandes der einzelnen Netzhautschichten wird
dabei vor allem von der Interaktion zwischen Photorezeptoren und dem RPE bestimmt
(Anderson et al., 1983; Steinberg, 1985). Sind diese Interaktionen gestort, kann es zur
Ablésung der Netzhaut kommen. Als Ursache dafir werden verschiedene
Mechanismen diskutiert, wobei Veranderungen in der Biologie der extrazellularen
Matrix, also des Materials zwischen RPE und Photorezeptoren, eine Schlisselrolle
einnehmen, denn sie tragen entscheidend zu retinaler Ablésung und damit zur
Degeneration der Netzhaut bei (Cook et al., 1995; Nandrot et al., 2006). Da Vitronectin
als wichtiges Glied in der Organisation der extrazellularen Matrix gesehen werden
kann (Hayman et al.,, 1985), wurde im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von
Vitronectin auf die zellulare Adhéasion von Photorezeptor-Modellzellen untersucht. In
humanen Retinoblastomzellen (Weri-Rb1) zeigte sich in Gegenwart von Vitronectin im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine Steigerung der zellularen Adhasion, wobei
VTN _rs704:T einen starkeren Effekt zeigte als VTN_rs704:C. Bei dissoziierten Zellen
porciner Netzhaute zeigte sich im Gegenzug eine Verminderung der zellularen
Adhésion unter Vitronectin-Einfluss, ohne deutlichen Unterschied zwischen den

beiden Vitronectin-Varianten.

Allgemein ist bekannt, dass Vitronectin adhasive Eigenschaften besitzt (Felding-
Habermann und Cheresh, 1993), welche Uber verschiedene Rezeptoren, aber auch
Rezeptor-unabhéngig vermittelt werden kénnen (Preissner und Reuning, 2011). Die
Rezeptor-unabhéngige Bindungskapazitat von Vitronectin wurde schon frith entdeckt,
so ist Vitronectin nach seiner Eigenschaft benannt, auf Glasoberflachen zu
adsorbieren und dadurch Adhasion zu vermitteln (Steele et al., 1991). Aber auch tber
seine matrizellularen Eigenschaften (darunter wird die Interaktion mit Komponenten
der extrazellularen Matrix einerseits, sowie seine Bindung an membranstandige
Rezeptoren andererseits verstanden) kann Adhasion vermittelt werden (Stockmann et
al., 1993).

Betrachtet man die Rezeptor-vermittelte Adhasion tber Vitronectin genauer, so spielen
dabei die membranstandigen Integrin-Rezeptoren eine wichtige Rolle. So kann

Vitronectin an unterschiedliche Rezeptoren dieser Gruppe binden, wie zum Beispiel
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ovB1, ovPs, avBs, avBs, avBs und amwBs (Felding-Habermann und Cheresh, 1993;
Schnapp et al., 1995; Leavesley et al., 2013). Im subretinalen Raum stellen a\ps-
Integrine die einzig bekannten Integrin-Rezeptoren dar, welche sowohl auf
Photorezeptor-Zellen als auch auf RPE-Zellen lokalisiert sind (Anderson, Johnson und
Hageman, 1995; Finnemann et al., 1997). In Untersuchungen mit Bs-Knockout-
Mausen konnte ein starkeres zentrales Detachment im Vergleich zu peripheren
Bereichen der Netzhaut und auf3erdem auch eine altersabhangige Verminderung der
retinalen Adh&sion beobachtet werden (Nandrot et al., 2006). Vitronectin kdnnte
folglich Gber seine Bindung an diese Rezeptorklasse ebenfalls zu einer Veranderung
der retinalen Adhasion beitragen. Weitere membranstandige Rezeptoren, die durch
ihre Bindung an Vitronectin Zelladh&sion vermitteln kdnnen, sind die Urokinase-
Rezeptoren (UPAR) (Schvartz, Seger und Shaltiel, 1999).

Weri-Rbl-Zellen exprimieren Integrine (Reinhard et al.,, 2020), Uuber die
Proteinexpression von uPAR in Weri-Rbl1-Zellen ist bislang nichts publiziert. Eine
maogliche Erklarung fur die erhdhte Adhasivitat von Weri-Rb1-Zellen unter Vitronectin-
Einfluss kénnte somit Uber die Bindung des Vitronectins an zellulare Integrine (oder
uPAR) gefunden werden. Auch porcine retinale Zellen verfligen, wie alle tierischen
Zellen (mit Ausnahme der Erythrozyten), Uber Integrin-Rezeptoren, wohingegen die
uPAR-Expression in der neuronalen Netzhaut unter gesunden Bedingungen als eher
gering beschrieben wird (Danen, 2006; Cammalleri et al., 2019). Auch hier kénnte also
Uber eine Bindung von Vitronectin an Integrine (oder uPAR) zellulare Adhasion
vermittelt werden. Unsere Daten zeigten bei diesen Zellen jedoch eine verringerte
Adhésion in Gegenwart von Vitronectin, abweichend zu den Ergebnissen fur Weri-
Rbl-Zellen. Eine Erklarung hierfur kénnte die hohe Expression des Plasminogen
Aktivator Inhibitors 1 (PAI-1) oder von Kininogenen sein, welche in porcinen Netzhaut-
Praparaten nachgewiesen wurde (Meyer et al., 2002; Liu und Feener, 2013). PAI-1
und Kininogene vermitteln Gber ihre Bindung an Vitronectin anti-adh&sive Effekte,
durch ihre inhibitorische Wirkung auf die Integrin- oder uPAR-vermittelte Adh&sion
(Kjaller et al., 1997; Schvartz, Seger und Shaltiel, 1999; Preissner und Reuning, 2011).

Weiter wurden mit den Weri-Rb1 Zellen von niedrigem Differenzierungsgrad genutzt.
Weri-Rb1-Zellen zeigen sowohl typische Marker fur Photorezeptor-Zapfen (Xu et al.,
2014) als auch fur Stabchen (Di Polo und Farber, 1995; Gustmann, 2009). Gleichzeitig

kénnen aber auch Merkmale retinaler Progenitor-Zellen gefunden werden (Y. Liu et

91



Diskussion

al., 2017), sodass von einer geringen Maturation bei Weri-Rb1-Zellen ausgegangen
werden muss. Die Photorezeptoren, welche den Grol3teil der dissoziierten Zellen in
der Netzhaut von Schweinen einnehmen, sind im Gegenzug ausdifferenziert. Das
Expressionsprofil von Weri-Rb1l und dissoziierten neuronalen Zellen ist also stark

unterschiedlich, was die unterschiedliche Reaktion auf Vitronectin erklaren kénnte.

Schlief3lich stellen die dissoziierten porcinen Netzhaute ein Gemisch aus allen Zellen
der porcinen Netzhaut dar. Es konnte also sein, dass der Hauptanteil der
adharierenden Zellen nicht durch Photorezeptoren gebildet wird (auch wenn diese
einen Grolteil der Zellen in der Netzhaut ausmachen), sondern vorwiegend ein
anderer Zelltyp adhariert. In unserer Auswertung kann nicht differenziert werden,
welche Art von Zellen am Boden der Zellkulturplatten anhaftet. Handelt es sich
tatsachlich nicht um Photorezeptoren, so kénnte dieser andere Zelltyp gegentber

Vitronectin eine ganzlich andere Reaktivitat aufweisen.

Unterschiede im adh&siven Effekt des Vitronectins bei verschiedenen Zelltypen
wurden auch schon zuvor beobachtet. So konnte in Adhasionsversuchen mit HUVECs
unter Vitronectineinfluss gezeigt werden, dass deren zellulare Adhasion ebenfalls
verringert ausfiel, wahrend Vitronectin bei hiPSC-RPE-Zellen und porcinen RPE-
Zellen eine gesteigerte Adhasion bewirkte (Biasella et al., 2020). Interessanterweise
fuhrten im Rahmen dieser Studien Adhasionsversuche auf Vitronectin-haltiger EZM
bei allen Zellen, auch HUVECS, zu gesteigerter Adhasion im Vergleich zu Versuchen
auf Vitronectin-freier EZM. So ist es denkbar, dass die zellulare Adhéasion von
Photorezeptoren im subretinalen EZM-haltigen Raum, ebenfalls durch Vitronectin
gesteigert wird. Dabei konnte Vitronectin zu einer Veranderung der EZM-
Zusammensetzung fuhren, wie bereits ebenfalls in der Studie von Biasella und

Kollegen in in vitro Versuchen gezeigt werden konnte (Biasella et al., 2020).

5.2 Zellhomdbostase unter Einfluss von oxidativem Stress und Vitronectin

Das Absterben von Photorezeptoren in der Pathogenese der AMD kann
unterschiedliche Ursachen haben. Kumulativer oxidativer Stress auf die Zellen der
Netzhaut scheint einen besonders grof3en Einfluss zu haben (Winkler et al., 1999;
Hollyfield, 2010). Deshalb sollten mégliche Effekte von Vitronectin auf AMD-assoziierte

Veranderungen der Zellhomoostase unter oxidativem Stress untersucht werden. Als
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Modell fir Photorezeptoren wurden dabei wieder Weri-Rb1-Zellen genutzt. Nach
Vorversuchen zur Etablierung einer geeigneten Konzentration von H202 zur Induktion
von oxidativem Stress, konnte zwischen Vitronectin-behandelten und unbehandelten
Zellen kein Unterschied in der Reduktion des zellularen Uberlebens festgestellt
werden. Da fir die reduzierte Aktivitat mitochondrialer und cytoplasmatischer Enzyme
in gestressten Zellen unterschiedliche Mechanismen in Frage kommen und auch diese
auf einen moglichen Einfluss von Vitronectin untersucht werden sollten, wurden
anschlieBend Versuche zur Induktion von Apoptose, Autophagie und zur
intrazellularen Signalwegsaktivierung von Weri-Rb1-Zellen unter oxidativem Stress

durchgefuhrt.

5.2.1 Apoptose-Induktion

Ein moglicher Mechanismus, der immer wieder im Zusammenhang mit einem
Absterben von Photorezeptoren diskutiert wird, ist die Apoptose (Cook et al., 1995;
Remé et al., 1998; Murakami et al., 2013). In postmortalen humanen Netzhautpra-
paraten von AMD-Patienten konnten Hinweise auf apoptotische Zelluntergangs-
vorgange in Photorezeptoren gefunden werden (Dunaief et al., 2002). In
Mausmodellen mit Retinitis pigmentosa konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
Photorezeptoren durch Apoptose zugrunde gehen (Portera-Cailliau et al., 1994;
Corrochano et al., 2008). Fur den Einfluss von Vitronectin gibt es in der Literatur dabei
sowohl Hinweise auf eine pro-apoptotische Wirkung (Felding-Habermann und
Cheresh, 1993; Malagolini et al., 2013), als auch Hinweise auf eine anti-apoptotische
Wirkung (Bae et al., 2012; Goyal und Ta, 2020).

In dieser Arbeit sollte die Apoptose in Weri-Rb1-Zellen durch Behandlung mit H20>
induziert und anschlieRend durch Tunel-Farbung sichtbar gemacht werden. Dabei
zeigte sich fur die oxidativ gestressten Zellen eine geringfligig hohere Rate an
apoptotischen Zellen im Vergleich mit den nicht-gestressten Zellen. Die geringe
Steigerung der Apoptoserate von Weri-Rb1-Zellen kénnte zunachst als Zeichen fur
eine fur den Versuch zu geringe H202-Konzentration interpretiert werden. Jedoch
wurde bei gleicher H202-Konzentration im MTT-Assay eine deutliche Reduktion des
Zelliberlebens festgestellt. Diese kdnnte somit auch durch andere Mechanismen des

Zellunterganges verursacht worden sein. Beispielsweise ist von Nekrose oder
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Nekroptose beim Untergang von Zellen unter oxidativem Stress in der AMD berichtet
worden (Kinnunen et al., 2012; Hanus, Anderson und Wang, 2015). Neuere
Erkenntnisse lassen aulRerdem darauf schlieBen, dass der Zelltod von
Photorezeptoren durch oxidativen Stress in degenerativen Netzhauterkrankungen
eher durch Caspase-unabhangige (also nicht-apoptotische) Signalwege initiiert wird
(Newton und Megaw, 2020). So konnte die verminderte Beseitigung von All-trans-
Retinsaure in der trockenen AMD zur Ferroptose der Photorezeptoren fuhren, einem
Apoptose-unabhéangigen Weg des Zelluntergangs (Chen et al.,, 2021). Vitronectin
konnte dabei auch diese alternativen Wege des Zellunterganges beeinflussen
(Stepanek et al., 2011).

Weiter wéare es auch mdoglich, dass die Weri-Rb1-Zellen durch die Versuchsdurch-
fuhrung selbst stark geschadigt worden waren und Apoptose auch in der nicht-H202-
gestressten Gruppe induziert wurde. Der zusatzliche oxidative Stress durch eine
Behandlung mit H202 wirde dann nur noch zu einer geringen zusatzlichen Steigerung
der Apoptoseaktivitat in der behandelten Zellgruppe fihren. Moégliche Ursache fur
diese ,unbeabsichtigte” Apoptose-Induktion, wére beispielweise der Nahrstoffentzug,
durch das fur den Versuch verwendete Serum-freie Zellmedium. Fur viele Zellarten ist
belegt, dass das Fehlen bestimmter Nahrstoffe Apoptose in den betroffenen Zellen
induzieren kann (Mercille und Massie, 1994; Caro-Maldonado und Muoz-Pinedo,
2011). Auch neuronale Zellen kénnen betroffen sein (J. Liu et al., 2017). Zudem
konnten auch Scherkrafte, welche durch das mehrmalige Waschen auf die Zellen

einwirken, in neuronalen Zellen zur Apoptose fuhren (Song et al., 2020).

Die mit der AMD-assoziierten Vitronectin-Variante VTN_rs704:T behandelten Zellen
wiesen sowohl in den H202-gestressten als auch in den ungestressten Weri-Rb1-
Zellen eine geringflgig niedrigere Apoptoserate auf, als die der Kontrolleluat- und
VTN_rs704:C-behandelten Zellen. Dies kénnte durch eine anti-apoptotische Aktivitat
von VTN _rs704:T erklart werden. So beschrieben Bae und Kollegen, dass in
entziindeten Geweben Vitronectin die Apoptose von Neutrophilen verhindern konnte
(Bae et al., 2012). Da bereits bekannt ist, dass die genetische Variante rs704 im VTN-
Gen die Spaltung des Vitronectins andern und damit auch potentielle Veranderungen
in der dreidimensionalen Konfiguration einhergehen kbnnen (Tollefsen, Weigel und
Kabeer, 1990), konnte dies eine Erklarung fur veranderte Eigenschaften von

VTN _rs704:T liefern. Anzumerken ist jedoch, dass dieser Versuch lediglich in drei
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Replikaten durchgefiihrt wurde und die beobachteten Unterschiede statistisch nicht
signifikant waren. Weitere Repetitionen des Experiments kdnnten dies klaren. Ebenso
stellt sich die Frage, ob die in dem artifiziellen Versuchsaufbau beobachtete, leicht
anti-apoptotische Aktivitdt des Vitronectins auch in vivo eine Rolle in der AMD-

Entstehung spielt.

5.2.2 Autophagie-Induktion

Veranderte Autophagie-Mechanismen in Zellen der Netzhaut gelten bereits seit
langem als AMD-assoziierte Prozesse (Kaarniranta et al., 2023). Neben
pathologischen Veranderungen in der Autophagie von RPE-Zellen sind dabei auch
Veranderungen in Photorezeptoren von Bedeutung (Bo et al.,, 2015). So wurde
beispielsweise von Autophagie-Mechanismen in absterbenden Photorezeptoren nach
retinaler Ablosung berichtet (Besirli et al., 2011). In lichtgeschéadigten
Mausenetzhauten und Photorezeptoren, die mit H202 behandelt worden waren,
konnten ebenfalls Hinweise auf Induktion von Autophagie gefunden werden
(Kunchithapautham und Rohrer, 2007). AuRerdem konnten in Drusen AMD-erkrankter
Augen erhohte Mengen Autophagie-spezifischer Marker detektiert werden (Wang et
al., 2010). Gleichzeitig konnten in Drusen auch hohe Mengen an Vitronectin gefunden
werden (Hageman und Mullins, 1999). Vitronectin kann wiederum uUber Integrin-
Rezeptoren den MAPK-Signalweg und dariber Autophagieprozesse beeinflussen
(Schvartz, Seger und Shaltiel, 1999).

In dieser Arbeit konnte in den H202-behandelten Weri-Rb1-Zellen eine Reduktion an
intrazellularem p62 und eine relativ erhohte Expression von LC3 (1) im Vergleich zur
LC3 (I)-Menge gezeigt werden. Diese charakteristischen Verdnderungen bekannter
Autophagiemarker (Mizushima und Yoshimori, 2007; Liu et al., 2016), lassen auf eine
Autophagie-Induktion in H202-behandelten Weri-Rb1-Zellen schliel3en. Sie stehen im
Einklang mit Ergebnissen von Kunchithapautham und Rohrer, die eine Autophagie-
fordernde Wirkung von H202 auf Photorezeptor-Zellen zeigen konnten
(Kunchithapautham und Rohrer, 2007). Die im MTT-Assay beobachtete Abnahme der
Weri-Rb1l Zellviabilitat nach H202-Stress konnte folglich durch eine gesteigerte

Autophagie-Aktivitat erklart werden.
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Mit Vitronectin-Behandlung wurden sowohl bei ungestressten als auch bei H20:2-
gestressten Zellen (hier sogar mit starkerem Effekt) héhere Mengen an LC3 (lI)
beobachtet als in der Kontrolle. Auch fiel in den Vitronectin-behandelten Zellen die
p62-Expression geringer aus als in der Kontrolle. Dies kdnnte fur einen Autophagie-
induzierenden Effekt von Vitronectin sprechen. Vitronectin ist Uber die Bindung an
Integrin-Rezeptoren an der Regulation von MAPK-Signalwegen beteiligt (Schvartz,
Seger und Shaltiel, 1999). Diese wiederum sind in der Lage durch ihre Aktivierung
Autophagie zu vermitteln (Cagnol und Chambard, 2010; Kyosseva, 2016). Eine
Feinregulation dieser Prozesse durch Vitronectin kénnte entscheidend zur Regulation

der retinalen Integritat beitragen.

5.2.3 Intrazellulares Signaling

Es ist bekannt, dass sowohl in der Entstehung retinaler Degeneration in der AMD
(Makarev et al., 2014) als auch bei der zellularen Reaktion auf oxidativen Stress (Poli
et al., 2012) die Aktivierung verschiedener Signalwege eine wichtige Rolle spielt.
Vitronectin kann nach Bindung an seine Integrin-Rezeptoren verschiedene
Signalwege aktivieren, wie beispielweise den ERK-Signalweg (Schvartz, Seger und
Shaltiel, 1999), den FAK-Signalweg (Keasey et al., 2018) oder den AKT-Signalweg
(Zheng et al., 2000).

In der Analyse der ERK-Signalwegsaktivierung zeigt sich fur die mit H2O2 behandelten
Proben eine tendenzielle Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung im Vergleich zu
den nicht gestressten Proben. Dies steht im Einklang mit vorherigen Studien, bei
denen der ERK1/2-Signalweg ebenfalls durch oxidativen Stress aktiviert werden
konnte (Cargnello und Roux, 2011).

Durch Vitronectin konnte eine Steigerung des ERK1/2-Signalings erzielt werden,
wobei die AMD-Risiko-assoziierte Variante VTN _rs704:T einen starkeren Effekt
aufwies, als die nicht-Risiko-assoziierte Variante VTN_rs704:C. Unterschiede im
Effekt der Vitronectin-Varianten konnten durch die zuvor diskutierten strukturellen
Unterschiede der Proteinisoformen (Tollefsen, Weigel und Kabeer, 1990; Biasella et
al., 2020) erklart werden, welche unterschiedliche Kapazitaten bei der Bindung an die
Rezeptoren oder der Regulation der Rezeptor-Aktivitat aufweisen konnten. Da das

ERK1/2-Signaling auch entscheidend die Autophagie und Apoptose reguliert (Plowey
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et al., 2008; Cagnol und Chambard, 2010; Sridharan, Jain und Basu, 2011; Yue und
Lépez, 2020), konnte dies auch den zuvor beschriebenen Einfluss der Vitronectin-

Varianten auf diese Prozesse erklaren.

Fur die Auswertung der FAK-Signalwegsaktivierung zeigten sich sowohl im Vergleich
von H202-gestressten mit den nicht-gestressten Zellproben als auch im Vergleich von
Kontrollen mit Vitronectin-behandelten Proben keine Unterschiede. Hier muissen
jedoch auch die hohen Standardabweichungen in den Versuchsergebnissen erwahnt
werden, welche vermutlich den schwachen und damit schlecht quantifizierbaren
Fluoreszenzsignalen geschuldet sind. Der Grund hierfiir kdnnte in einer generell sehr
geringen Aktivierung der FAK-Signalwege in Weri-Rb1-Zellen liegen. Weri-Rb1-Zellen
wachsen gewohnlich suspendiert in ihrem Zellmedium (McFall, Sery und Makadon,
1977). In Untersuchungen zum Vergleich adharenter und nicht-adharenter Zellen
konnte eine unterschiedliche Expression von Gen-Sets beobachtet werden, die mit
Zell-Zell-Bindung und Cytoskelettorganisation in Verbindung stehen. Es konnte
gezeigt werden, dass die Expression von Proteinen, die in Zelladh&asionsprozesse
involviert sind, in Suspensionszellen stark reduziert war (Malm et al., 2020; Ye et al.,
2021). So koénnte die nicht-adharente Lebensweise der Weri-Rbl-Zellen dazu
beitragen, dass Signalwege wie der FAK-Signalweg, die ihren Ursprung an fokalen
adhasiven Kontakten haben, nicht oder nur sehr schwach induziert werden kdnnen.

In der Analyse der AKT-Signalwege konnte bei den mit H202 behandelten Proben eine
Steigerung der phosphorylierten AKT-Menge gegeniber den nicht oxidativ
gestressten Proben festgestellt werden. Dies steht im Einklang mit mehreren
Publikationen, die zeigen, dass eine Aktivierung des AKT-Signalwegs als zellulare
Reaktion auf oxidativen Stress nachgewiesen werden kann (Song et al., 2008; Zhao
et al., 2011; Koundouros und Poulogiannis, 2018). Durch die Aktivierung des AKT-
Signalwegs uber externe Stimuli wie oxidativen Stress, werden zellulare Prozesse
aktiviert, die zum Uberleben der Zelle beitragen sollen (Song, Ouyang und Bao, 2005).
Zu diesen protektiven Reaktionen gehdren beispielsweise Apoptose oder Autophagie
(Hemmings und Restuccia, 2012; Katoh, 2020).

In den hier durchgefiihrten Versuchen fiel nach H202-Behandlung die Aktivierung des
AKT-Signalwegs in den mit Kontrolleluat behandelten Proben starker aus, als in den

mit Vitronectin behandelten Proben, wobei mit VTN _rs704:T ein etwas starker
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hemmender Effekt als mit VTN_rs704:C beobachtet werden konnte. Im Gegensatz
dazu konnte in bisherigen Studien eine Aktivierung des AKT-Signalwegs durch
Vitronectin gezeigt werden (Zheng et al., 2000). Diese Beobachtung kénnte durch den
zeitlichen Ablauf der Signalwegsaktivierung erklart werden: Auf Bindung des externen
Stimulus folgt die Aktivierung von Signalwegen, welche jedoch spater durch
verschiedene zellulare Prozesse einer gegenlaufigen Regulation unterliegen (Bjorge,
Jakymiw und Fujita, 2000; Guarino, 2010). Es wére denkbar, dass durch eine zu lange
Inkubationszeit in diesem Experiment die direkten Auswirkungen des Vitronectins auf

den AKT-Signalweg durch gegenlaufige Prozesse Uberlagert wurden.

Generell ist die Signalwegsaktivierung in Zellen ein zeitlich und raumlich koordinierter
Prozess (Bjorge, Jakymiw und Fujita, 2000; Kim und Choi, 2010; Lavoie, Gagnon und
Therrien, 2020), der durch Messung zu einem bestimmten Inkubationszeitpunkt, wie
sie im Rahmen dieser Studie durchgefiuihrt wurde, nicht umfassend aufgeschlisselt
werden kann. Die Versuche dieser Arbeit geben einen ersten Hinweis auf mdgliche
Effekte des Vitronectins, wie die Aktivierung des ERK1/2-Signalwegs. Um den Effekt
des Vitronectins auf die intrazellulare Signalwegsaktivierung im subretinalen Raum
und im Speziellen auf Photorezeptoren zu klaren, sind weitere Versuche erforderlich
mit kiirzeren Inkubationszeiten und auch anderen Modellsystemen, wie zum Beispiel

retinalen Explantaten oder in vivo Versuchen an murinen Netzh&auten.

5.2.4 Mdogliche Bedeutung der Befunde fiir die AMD-Pathogenese

In der Literatur finden sich Hinweise, dass Apoptose und Autophagie sowohl an
cytoprotektiven Mechanismen beteiligt sein kdnnen als auch direkt am Untergang von
Photorezeptoren (Mizushima und Levine, 2010; Hseu et al., 2019; Janus et al., 2020).
Diese Prozesse unterliegen dabei einer strikten Regulation durch intrazellulare
Signalwege (Cook et al., 1995; Degterev et al., 2005; Buytaert et al., 2006; Hemmings
und Restuccia, 2012; Katoh, 2020).

In  Mausmodellen mit Retinitis pigmentosa konnte sich die Apoptose von
Photorezeptorzellen protektiv auf das Uberleben von Netzhautzellen und den Erhalt
der visuellen Funktion auswirken (Halaby, 2012). Durch die Uberexpression von anti-
apoptotischem Bcl-2 konnte nur eine partielle Erhaltung licht-geschadigter

Photorezeptoren gezeigt werden (Chen et al., 1996; Joseph und Li, 1996; Tsang et al.,
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1997), wahrend bei physiologischer Expression von Bcl-2 und damit normaler
Funktionsweise der Apoptose eine grofRere Zahl Uberlebender Photorezeptoren
beobachtet werden konnte (Lem et al., 1992; Bennett et al., 1996).

Autophagie kann sich ebenfalls protektiv auf das zellulare Uberleben auswirken. In
Photorezeptoren von Drosophila fuhrt eine Suppression der Autophagie zu alters- und
lichtabhangiger Degeneration der Zellen (Wang, Lao und Edgar, 2009). Ein
Knockdown von den an der Autophagie beteiligten Genen Atg7 oder Atg8 zeigt
ahnliche Effekte, zusammen mit einer Akkumulation von Rhodopsin (Midorikawa et al.,
2010). In Mausen konnte beobachtet werden, dass das Fehlen der Autophagie-Marker
Beclinl oder Atg7 vermehrt zu Licht-induzierter retinaler Degeneration fuhrt (Chen et
al., 2013). Das Fehlen von Beclinl kann dabei auch zu verstarkten Ablagerungen von
B-Amyloiden mit einhergehenden neurodegenerativen Veranderungen fuhren
(Pickford et al., 2008). Auch in der AMD wurden solche B-Amyloid-Ablagerungen
beschrieben (Johnson et al., 2002; Yoshida et al., 2005).

Autophagie- und apoptotische Prozesse fiihren jedoch auch zum Absterben retinaler
Zellen. So vermittelt exzessive Lichteinwirkung auf Photorezeptoren deren Zelltod
durch Apoptose (Remé et al., 1998). Nach degenerativer Netzhautabldsung konnten
bei absterbenden Photorezeptoren typische Merkmale apoptotischer Mechanismen
gefunden werden (Murakami et al., 2013). Die Inhibition apoptotischer Signalwege bei
Netzhautablosung kann wiederum das zellulare Uberleben von Photorezeptoren
steigern (Zacks et al., 2007). In postmortalen humanen Netzhautpraparaten von AMD-
Patienten wurden ebenfalls Hinweise auf apoptotische Zelluntergangsvorgange
gefunden (Dunaief et al., 2002) und auch in Mausmodellen mit Retinitis Pigmentosa
konnte gezeigt werden, dass Photorezeptoren durch Apoptose zugrunde gehen
(Portera-Cailliau et al., 1994; Corrochano et al., 2008).

Auch die Autophagie kann entscheidend zur Regulation degenerativer Prozesse in der
Netzhaut beitragen. So konnte gezeigt werden, dass bei lichtgeschadigten Zellen der
Zelltod Uber Autophagie induziert wird, wenn die Zellen apoptotisch nicht zugrunde
gehen konnten (Buytaert et al., 2006). Dieser Mechanismus kdme einer exzessiven
Selbst-Degradation gleich (Yu et al., 2004). Auch gibt es Hinweise auf Verbindungen
zwischen der Autophagie und der Nekrose als Ursache fir den Zelltod (Degterev et
al., 2005).
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Interessanterweise finden sich in der Literatur auch Hinweise, dass es unter Inhibition
von Autophagie-Mechanismen in Photorezeptoren unter Stresskonditionen zu
vermehrter Akkumulation von Phototransduktionsproteinen kommt und die Zellen tber
Apoptose zugrunde gehen (Z. Zhou et al.,, 2015; Xiao et al.,, 2021). Durch den
induzierten Stress kdnnte zunachst cytoprotektive Autophagie ausgeltst werden, um
die Photorezeptoren vor cytotoxischen Stoffwechselprodukten zu schitzen (Yao et al.,
2016). Hingegen konnte ein durch Autophagie nicht kontrollierbares Ausmal an
stressbedingter Zellschadigung der Photorezeptoren zu apoptotischem Zelluntergang
fuhren. Dies konnte auch eine mogliche Erklarung fir die in unseren Versuchen
erhaltenen Ergebnisse liefern, in denen unter oxidativem Stress eine erhdhte
Autophagie-Aktivitat der Zellen nachgewiesen, jedoch nur geringe Apoptose-Aktivitat
detektiert werden konnte. FUr RPE-Zellen ist bereits seit langerem bekannt, dass
oxidativer Stress zu eingeschrankter Autophagie fuhrt und in Folge essenzielle RPE-
Funktionen, wie die Phagocytose von Photorezeptor-Aul3ensegmenten und deren
Abbau gestort wird, RPE-Zellen in Folge zugrunde gehen und Iletztlich
Photorezeptoren absterben kénnen (Z.-Y. Zhang et al., 2020). Ein ahnlicher Prozess

kénnte auch in Photorezeptoren ablaufen und zu deren Zelltod fihren.

In der Netzhaut scheint also eine fein-balancierte Regulation von intrazellularen
Signalwegen, Apoptose und Autophagie fur die Aufrechterhaltung der zellularen
Homoostase von essenzieller Bedeutung zu sein. Vitronectin kénnte Uber seinen
Einfluss auf diese Prozesse entscheidend in die Steuerung der retinalen Integritat
eingreifen und somit zur AMD-Pathogenese beitragen, bei der ein Verlust dieser
ausbalancierten Regulation auftritt (Ding, Patel und Chan, 2009).

5.3 Prozesse in hiPSC-RPE-Zellen unter Vitronectin-Einfluss

5.3.1 Phagocytose

Veranderungen der Phagocytosevorgdnge von RPE-Zellen der Netzhaut wurden
vielfach als typische Zeichen der AMD-Pathogenese beschrieben (Kinnunen et al.,
2012; Lim et al., 2012; Inana et al., 2018). Der Vitronectin-bindende Integrin-Rezeptor
avPs spielt bei der Regulation der Phagocytose eine entscheidende Rolle (Felding-
Habermann und Cheresh, 1993; Horton, 1997; Leavesley et al., 2013; Kwon und
Freeman, 2020).
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In den hier durchgefiihrten Phagocytose-Assays war zum ersten Messzeitpunkt (2 h
nach Zugabe der Photorezeptor-Aufensegmente zu den hiPSC-RPE-Zellen) eine
groRere Rhodopsin-Aufnahme in die Zellen zu detektieren, die mit Kontrolleluat
behandelt worden waren, verglichen mit den Vitronectin-behandelten Zellen. Zu
spateren Messzeitpunkten nahm die Rhodopsinmenge in allen Zellen ab, wobei auch

die Unterschiede zwischen Vitronectin- und kontrollbehandelten Zellen kleiner wurden.

Die in unseren Versuchen gefundene inhibitorische Wirkung von Vitronectin auf die
Phagocytose steht in Einklang mit Beobachtungen aus anderen Studien (Bae et al.,
2013). Dieser Effekt konnte aus der Konkurrenz des Vitronectins mit anderen Integrin-
Rezeptorliganden resultieren. Wahrend der Phagocytose vermittelt beispielsweise
auch Milchfettglobulin EGF-Faktor 8 (MFG-E8) die Bindung der Photorezeptor-
AuRensegmente an avBs-Integrin-Rezeptoren (Kwon und Freeman, 2020). Vitronectin
kdnnte durch die Bindung an Integrin avBs zu einer kompetitiven Hemmung der
Bindung von MFG-E8 fiuhren und damit im Vergleich zur Kontrolle niedrigere

Phagocytoseraten verursachen.

Die sinkenden Rhodopsinsignale im weiteren zeitlichen Verlauf des Versuchs kdnnten
durch die Degradation des Sehfarbstoffes in den hiPSC-RPE-Zellen verursacht
werden, wie sie fir RPE-Zellen bereits vielfach beschrieben wurde (Bok, 1993; Kevany
und Palczewski, 2010; Kwon und Freeman, 2020). Die anfanglichen Unterschiede in
den Rhodopsin-Mengen zwischen Vitronectin- und Kontroll-behandelten Proben
bleiben dabei nicht erhalten, es ist jedoch unklar, ob dies auf eine beschleunigte
Degradation des Rhodopsins in Kontroll-Proben oder auf die niedrigen und damit
schwer zu quantifizierenden Rhodopsin-Mengen zurickzufihren ist. Inwiefern
Vitronectin also auf den Rhodopsin-Degradations-Prozess Einfluss nimmt, konnte im

Rahmen dieser Studie nicht geklart werden.

5.3.2 Intrazellulare Signalwegsaktivierung

Wie alle zellularen Prozesse, ist auch die Phagocytose ein durch intrazellulare
Signalwege gesteuerter Prozess (Wu et al., 2005; Kevany und Palczewski, 2010;
Chiang et al., 2017). Zu den regulatorischen Signalwegen gehoren auch hier der
ERK1/2-Signalweg (Plows et al., 2004; Chiang et al., 2017; Chen et al., 2019), der
FAK-Signalweg (Finnemann, 2003) und auRerdem der SRC-Signalweg (Shelby et al.,
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2015), welche auch durch Vitronectin beeinflusst werden kénnen (Felding-Habermann
und Cheresh, 1993; Schvartz, Seger und Shaltiel, 1999; Salazar und Rozengurt, 2001,
Leavesley et al., 2013).

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Analysen der Signalwegsaktivierung
in hiPSC-RPE-Zellen nach Phagocytose von Photorezeptor-AulRensegmenten
konnten zum ersten Messzeitpunkt nach Beginn der Phagocytose die gré3ten Mengen
an phosphoryliertem und damit aktiviertem ERK1/2 und SRC nachgewiesen werden.
Die Aktivierung dieser Proteine sank darauf mit zunehmender Inkubationszeit ab. Dies
steht im Einklang mit Ergebnissen vorheriger Studien zur Signalwegsaktivierung in
Phagocytose-Assays. So wurde beispielsweise gezeigt, dass das Maximum der
ERK1/2-Phosphorylierung 15 min nach der Phagocytose von Photorezeptor-
Aulensegmenten durch ARPE-19-Zellen zu beobachten ist und im Anschluss graduell
abnimmt (Chiang et al., 2017).

Trotz hoher Standardabweichungen lassen unsere Daten auf eine leicht erhdhte
ERK1/2-Aktivierung zum ersten Messzeitpunkt in den Vitronectin-behandelten Proben
gegenuber den Kontrolleluat-behandelten Proben schlieBen, was jedoch in
zusatzlichen Replikaten bestéatigt und statistisch abgesichert werden muss. Mit
fortschreitender Zeit und damit absinkenden Mengen an aktiviertem ERK1/2, waren
keine Unterschiede mehr zwischen Vitronectin-behandelten und unbehandelten Zellen
zu erkennen. Die erhthte Aktivierung des ERK1/2-Signalwegs, in den mit Vitronectin
behandelten Zellen zum ersten Messzeitpunkt kénnte durch die Bindung des
Vitronectins an den avfs-Integrin-Rezeptor erklart werden, welche eine Aktivierung des
ERK1/2-Signalwegs induzieren kann (Yee, Weaver und Hammer, 2008). Dies stlinde
auch im Einklang mit der zuvor beschriebenen geringeren Phagocytoseaktivitat in den
Vitronectin-behandelten Proben (siehe Punkt 5.3.1).

Zum letzten Messzeitpunkt wurden dagegen verringerte Mengen an phosphoryliertem
SRC in den Vitronectin-behandelten Proben im Vergleich zu den Kontrolleluat-
behandelten Proben detektiert. Da dieser Effekt zu den vorherigen Zeitpunkten nicht
zu beobachten war, stellt sich die Frage, ob die langere Vitronectin-Inkubation die
SRC-Aktivierung inhibieren kdnnte. Wie schon zuvor erwéhnt, kbnnte Vitronectin Gber
die Integrin-Rezeptoren den SRC-Signalweg aktivieren (Playford und Schaller, 2004).

Eine Erklarung fur den inhibitorischen Effekt von Vitronectin konnte auch hier, wie
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zuvor diskutiert (siehe Punkt 5.3.1), im zeitlichen Ablauf der Signalwegsinduktion und
darauffolgender gegenlaufiger zellularer Prozesse liegen (Bjorge, Jakymiw und Fuijita,
2000; Guarino, 2010).

In den Analysen zur Aktivierung des FAK-Signalwegs konnte kein zeitlicher Effekt oder
ein Einfluss von Vitronectin beobachtet werden. Hier war jedoch, wie zuvor fir Weri-
Rbl-Zellen (siehe Punkt 5.2.3) eine hohe Standardabweichung in den Proben zu
beobachten, die vermutlich ebenfalls aufgrund schwacher und damit schlecht

quantifizierbarer Signale zu Stande kam.

5.4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen darauf schliel3en, dass Vitronectin einen Beitrag
zu subretinalen Prozessen der AMD-Pathologie leistet, wie der Photorezeptor-
Adhasion, der Signalwegsaktivierung in verschiedenen Zelltypen und der RPE-
Phagocytose. Damit liefert diese Arbeit einen Beitrag, die AMD-Pathogenese und die
Auswirkungen auf Prozesse in und um Photorezeptoren der Netzhaut besser zu
verstehen. Jedoch werden auch zukiinftig weitere Untersuchungen vieler Aspekte der
Funktion von Vitronectin im subretinalen Raum ndétig sein, um den Einfluss von
Vitronectin auf pathologische Prozesse der AMD ganz aufzuschlisseln und
letztendlich effektive Therapieoptionen fir Patienten entwickeln zu kdnnen. Gerade die
Untersuchungen zur Aktivierung einzelner Signalwegskaskaden und ihrer genauen
Wirkungsweise in pathologischen Prozessen der AMD, wie beispielsweise der
Autophagie, kénnten hier ein Schlissel zur zukinftigen medikamentdsen Behandlung
sein. So gab es bereits erste Ideen, wie Sirolimus zur Behandlung der AMD eingesetzt
werden koénnte, ein Medikament, dass durch die Induktion der Autophagie zur
Erhaltung von Netzhautgeweben und zur Beseitigung schadlicher Veranderungen der
Netzhaut beitragen soll (Murakami et al., 2013). Die klinische Wirksamkeit dieses
Medikaments stellte sich jedoch bisher als nicht zufriedenstellend heraus (Wong et al.,
2013; Minturn et al., 2021), sodass es nach wie vor hohen Bedarf an therapeutischen
Optionen fur eine effektive AMD-Behandlung gibt.
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6 Zusammenfassung

Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist eine komplexe genetische
Erkrankung, die in vielen Landern der westlichen Welt die haufigste Ursache flr
Erblinden in hoherem Alter darstellt (Salimiaghdam et al., 2019). Die Risikofaktoren
der AMD sind vielfaltig und interindividuell unterschiedlich stark ausgepragt
(Chakravarthy et al., 2010). Ablésung und Absterben der Photorezeptoren,
Veranderungen der Homoostase, sowie starke Einschrdnkungen subretinaler
Phagocytose-Mechanismen fiihren zu progredientem Verlust des Sehvermdgens der
Betroffenen (Van Lookeren Campagne et al., 2014). Alle diese Faktoren kdnnen durch

die Genetik beeinflusst werden (DeAngelis et al., 2017).

Der Polymorphismus rs704 im VTN-Gen auf Chromosom 17 konnte in aktuellen
GWAS als eine AMD-assoziierte genetische Variante detektiert werden (Fritsche et al.,
2016). Durch rs704 kommt es an Position 400 des Vitronectin-Proteins zu einem
Aminosaureaustausch von Threonin zu Methionin. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
die Auswirkungen der unterschiedlichen Vitronectin-Varianten auf subretinale AMD-

assoziierte Prozesse untersucht.

Hierfir wurden die nicht-AMD-assoziierte Variante VTN _rs704:C sowie die AMD-
assoziierte Variante VTN_rs704:T heterolog in HEK-293-EBNA-Zellen exprimiert,
aufgereinigt und in funktionellen Analysen eingesetzt.

In Versuchen zur zellularen Adhasion retinaler Zellen (Weri-Rb1-Zellen und
dissoziierte Zellen porciner Netzhaut) konnten unterschiedliche Effekte von Vitronectin
auf die Adhasion der beiden Zelltypen gezeigt werden: Ein verstarkender Einfluss auf
die Adhasion von Weri-Rb1-Zellen und ein inhibitorischer Einfluss auf die Adh&sion
der porcinen Netzhautzellen. Dabei wurde kein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Vitronectin-Varianten gefunden.

Weiter wurden nach Induktion von oxidativem Stress auf Retinoblastom-Zellen Effekte
der Vitronectin-Varianten auf Apoptose- und Autophagie-Induktion untersucht und die
intrazellulare Signalwegs-Aktivierung analysiert. Fur oxidativ gestresste Zellen zeigte
sich hierbei eine geringfligig erh6hte Rate an Apoptose bzw. Autophagie, wobei die
AMD-assoziierte Variante VTN _rs704:T einen leichten Apoptose-inhibierenden Effekt
ausubte. Beide Vitronectin-Varianten wiesen tendenziell einen (statistisch nicht
signifikanten) stimulierenden Effekt auf die Autophagie auf. In der Analyse der ERK1/2-
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bzw. AKT-Signalwegsaktivierung zeigt sich fur alle oxidativ gestressten Proben eine
tendenzielle Steigerung der ERK1/2- und AKT-Phosphorylierung (und somit
Aktivierung) im Vergleich zu allen nicht gestressten Proben. Unter Vitronectin-
Behandlung konnte dabei eine etwas starkere ERK1/2-Phosphorylierung beobachtet
werden, am stérksten fiel dieser Effekt mit der AMD-assoziierten Vitronectin-Variante
VTN _rs704:T aus. Die AKT-Phosphorylierung fiel in den Vitronectin-behandelten
Proben geringer aus, die AMD-assoziierte Variante zeigte dabei den geringsten Effekt
auf die AKT-Phosphorylierung.

Im dritten Teilprojekt wurde der Einfluss der Vitronectin-Varianten auf die Phagocytose
und damit verbundene intrazellulare Signalwegsaktivierung in hiPSC-RPE-Zellen
untersucht. Beide Vitronectin-Varianten schienen die Aufnahme von Photorezeptor-
Aulensegmenten (isoliert aus porciner Netzhaut) zu inhibieren, ein statistisch
signifikanter Unterschied wurde zwischen den Zellen nachgewiesen, die mit
Kontrolleluat behandelt wurden und den Zellen, die mit der AMD-assoziierten Variante
inkubiert wurden. In der Untersuchung der intrazellularen Signalwegsaktivierung
konnte ein zeitabhangiger Riickgang des phosphorylierten ERK1/2 ohne wesentliche
Unterschiede zwischen den Vitronectin-Varianten beobachtet werden. In den
Analysen der SRC-Phosphorylierung konnte ebenfalls eine signifikante zeitabhangige
Reduktion der Mengen an phosphoryliertem SRC beobachtet werden, wobei beide
Vitronectin-Varianten zu fortgeschrittener Zeit einen leichten inhibitorischen Effekt auf

die Phosphorylierung zeigten.

Zusammengefasst zeigen die Versuche einen Einfluss des Vitronectins auf
subretinale, AMD-assoziierte Prozesse. Inwiefern diese jedoch in vivo zur AMD-

Pathogenese beitragen, bedarf weiterer Forschung.
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7 Abstract

Age-related macular degeneration (AMD) is a complex genetic disease and the major
cause of legal-blindness in elderly people in many western countries (Salimiaghdam
etal., 2019). Risk factors of AMD are widespread and vary strongly between individuals
(Chakravarthy et al., 2010). Changes in photoreceptor homeostasis, detachment and
cell death together with dysregulation of subretinal RPE-phagocytosis of
photoreceptor-outer-segments, lead to progredient vision loss finally (Van Lookeren
Campagne et al., 2014). All these factors can be influenced by genetics (DeAngelis et
al., 2017).

The polymorphism rs704 in VTN-gene on chromosome 17 was detected in latest
GWAS by Fritsche and colleagues to be a genetic variant associated with AMD
(Fritsche et al., 2016). It causes a change from threonine to methionine at amino acid
position 400. Within this thesis, the effect of vitronectin isoforms on subretinal AMD-

associated processes was investigated.

For functional analyses, both protein-isoforms were heterologously expressed in HEK-

293-EBNA cells, subsequently purified, and used in several experimental approaches.

First experiments on cellular adhesion of retinal cells (Weri-Rb1 cells and dissociated
cells of porcine retina) revealed divergent effects of vitronectin on the adhesion of these
two cell types: a promoting influence of vitronectin on Weri-Rb1l adhesion and an
inhibitory influence on the adhesion of porcine retinal cells. No statistically significant

differences were detected between the vitronectin isoforms.

In a second project following the consequences of oxidative stress in retinoblastoma
cells, the effect of the vitronectin isoforms on apoptosis and autophagy induction, as
well as on intracellular signaling was investigated. Oxidatively stressed cells showed
slightly increased rate of apoptosis and autophagy, with a slight apoptosis-inhibiting
effect of the AMD-associated isoform VTN_rs704:T. Both vitronectin isoforms seemed
to have a stimulatory (but statistically not significant) effect on autophagy. Analyzing
ERK1/2- and AKT-signaling, all H202-treated samples showed a tendentially increased
ERK1/2 and AKT-phosphorylation (and thus activation) in comparison to non-stressed
samples. Under vitronectin treatment, a stronger ERKZ1/2-phosphorylation was
detectable, being strongest with the AMD-associated vitronectin isoform VTN _rs704:T.
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AKT-phosphorylation was decreased in vitronectin treated samples, with the weakest

effect shown for AMD-associated isoform.

Thirdly, influence of the two vitronectin isoforms on phagocytosis and associated
intracellular signaling by hiPSC-RPE cells has been analyzed. Both vitronectin
isoforms seemed to inhibit uptake of photoreceptors-outer-segments (isolated from
porcine retina), a statistically significant difference was observed between cells treated
with control eluate and cells treated with the AMD-associated vitronectin isoform.
Analyzing intracellular signaling during phagocytosis, a gradual decrease of
phosphorylated ERK1/2 was observed, without any differences between vitronectin
and control treated cells. Analyzing SRC phosphorylation, a significant time-dependent
reduction of phosphorylated SRC was detected, with both vitronectin isoforms showing

a slightly inhibitory effect on SRC phosphorylation with increasing incubation time.

Taken together these experiments show an influence of vitronectin on subretinal AMD-
associated processes. Whether this also affects AMD-pathogenesis in vivo, remains

to be clarified.
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