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1 Einleitung 

 Die Altersbedingte Makuladegeneration 

Die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) ist eine häufige, chronisch-progrediente 

Erkrankung der zentralen Netzhaut im Bereich der Makula und des darunterliegenden, retinalen 

Pigmentepithels (RPE) (Bressler et al., 1988; Lim et al., 2012). Das Erkrankungsgeschehen 

wird in ein frühes und spätes Stadium unterteilt. Während die Frühform in der Regel noch 

symptomarm ist, kann es im Verlauf bis zum vollständigen Sehverlust kommen (Lim et al., 

2012; Ferris et al., 2013). Zudem wird beim späten Stadium anhand des retinalen 

Erscheinungsbildes eine trockene Form, auch geographische Atrophie (GA-AMD), von einer 

feuchten Form, auch neovaskuläre AMD (NV-AMD), unterschieden (Ding et al., 2009; Holz 

et al., 2014). Obwohl AMD in den Industrienationen die häufigste Ursache für Erblindung im 

Alter ist, sind aktuell nur begrenzte Therapiemöglichkeiten für die AMD vorhanden, welche 

des Weiteren nur für Subgruppen der Patienten geeignet sind (Resnikoff et al., 2004; Van 

Lookeren Campagne et al., 2014). 

Die AMD ist eine komplexe Erkrankung mit genetischen und exogenen Risikofaktoren und ist 

gekennzeichnet durch die Entstehung von extrazellulären, lipidreichen Ablagerungen 

(„Drusen“) und lokaler Inflammation (Fritsche et al., 2014; Curcio, 2018b). Die 

Pathomechanismen der AMD sind nur unzureichend geklärt, deswegen bedarf es aufgrund der 

hohen individuellen und gesamtgesellschaftlichen Bedeutung der AMD weiterer 

Forschungsanstrengungen (Brown et al., 2005). 

1.1.1 Epidemiologie der AMD 

Im Jahr 2002 waren weltweit 37 Mio. Menschen erblindet, 8,7% der Fälle konnten auf eine 

AMD Erkrankung zurückgeführt werden. Damit stellt AMD, nach Katarakt und Glaukom, den 

dritthäufigsten Grund für Erblindung weltweit dar. In entwickelten Ländern wie Westeuropa 

und den USA ist AMD mit ca. 50% sogar die häufigste Ursache für Erblindung (Resnikoff et 

al., 2004). Auch eine Meta-Analyse basierend auf Populationsstudien bis zum Jahr 2012 ergab 

ähnliche Tendenzen (Jonas et al., 2014). 

Die Analyse von fast 130.000 Individuen hat ergeben, dass 8,7% der 45- bis 85-jährigen 

weltweit von AMD betroffen sind, dabei haben die meisten (8,0%) eine frühe Form der AMD. 

Lediglich 0,4% in dieser Altersgruppe sind von den späten, Visus-bedrohenden Formen der 

AMD, GA-AMD und NV-AMD, betroffen (Wong et al., 2014; Jonas et al., 2017). Dabei steigt 

die Prävalenz mit dem Alter der betrachteten Population stark an (Klein et al., 1995; Friedman 
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et al., 1999; Li et al., 2020). Dies hat zur Folge, dass aufgrund der alternden Weltbevölkerung 

ein klarer Anstieg der von AMD Betroffenen erwartet wird, so wurden für das Jahr 2020 noch 

196 Mio., für das Jahr 2040 hingegen schon 288 Mio. Betroffene prognostiziert (Wong et al., 

2014). 

In Europa liegt die die Prävalenz der frühen AMD bei den über 70-jährigen bei 13,2%, die der 

Spätformen bei 3,0% (Colijn et al., 2017). Auch in Europa besteht ein klarer Zusammenhang 

mit dem Alter, bei den über 85-Jährigen liegt die Prävalenz der Frühform bei 17,6% bzw. der 

Spätformen bei 9,8%, während bei den 55-59 Jährigen nur 3,5% bzw. nahezu 0% betroffen sind 

(Colijn et al., 2017). Rudnicka und Kollegen haben gezeigt, dass sich mit jeder Lebensdekade 

die Chance, an AMD zu erkranken, vervierfacht (Rudnicka et al., 2012). Von den weltweit im 

Jahr 2040 erwarteten 288 Mio. AMD-Erkrankten werden ungefähr 70 Mio. in Europa erwartet, 

wobei die Prognosen je nach Quelle und betrachtetem Szenario erheblich schwanken (Wong et 

al., 2014; Colijn et al., 2017; Li et al., 2020). 

Interessanterweise hängt das Risiko an AMD zu erkranken auch von der Ethnizität ab, in 

Populationen europäischer Herkunft liegt die Prävalenz der frühen Form bei 11,2%, während 

diese bei asiatischer bzw. afrikanischer Herkunft nur bei 6,8% bzw. 7,1% liegt (Kawasaki et 

al., 2010; Wong et al., 2014; Jonas et al., 2017). Das Geschlecht scheint, trotz teilweise 

widersprüchlicher Daten, keinen oder nur geringen Einfluss auf das Erkrankungsrisiko zu 

haben (Rudnicka et al., 2012; Wong et al., 2014; Jonas et al., 2017). 

1.1.2 Individuelle und gesamtgesellschaftliche Bedeutung einer AMD 

Die Belastung für den Einzelnen durch eine AMD-Erkrankung ist sehr hoch. So ist eine milde 

AMD-Ausprägung verbunden mit einem Verlust an Lebensqualität von 17% (vergleichbar mit 

moderater Angina pectoris), moderate und schwere AMD schon mit einem Verlust von jeweils 

32% bzw. 53% und sehr schwere AMD mit einem Verlust von 60% (vergleichbar mit einem 

schweren Schlaganfall mit anschließender Bettlägerigkeit) (Brown et al., 2005). Zwar beruhen 

die von Brown und Kollegen in dieser Studie erhobenen Zahlen in hohem Maße auf subjektiven 

Angaben der Patienten, dennoch unterstreichen sie die hohe, individuelle Belastung durch eine 

AMD-Erkrankung. In Folge ist unter AMD-Patienten die Rate an Depressionserkrankungen 

erhöht, die Teilnahme an gesellschaftlichen Tätigkeiten eingeschränkt, die Patienten sind auf 

Hilfe bei der Alltagsbewältigung angewiesen und es kommt gehäuft zu Stürzen und 

Folgeverletzungen (Rovner, 2002; Brown et al., 2005; Cruess et al., 2008). Neben diesen 

individuellen Negativeinflüssen führt AMD auch zu hohen gesamtgesellschaftlichen Kosten. 

Durch eine erhöhte Rate an Arbeitslosigkeit bzw. einem erniedrigten Lohnniveau unter AMD-
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Patienten kommt es zu signifikanten Verlusten am Bruttoinlandsprodukt, hinzu kommen hohe 

Kosten für die medizinische Behandlung und Unterstützung der Patienten im Alltag (Brown et 

al., 2005; Rein et al., 2006; Cruess et al., 2008; Kim et al., 2019). Dies zeigt die Wichtigkeit 

der AMD Forschung und gleichzeitig die potenziellen finanziellen Einsparungen, die durch 

Entwicklung von Präventions- und Therapiemöglichkeiten erreicht werden können (Saxena et 

al., 2016). 

1.1.3 Risikofaktoren für die AMD 

AMD als komplexe Erkrankung hat eine ganze Reihe von Risikofaktoren, darunter endogene 

und exogene, die in unterschiedlichem Ausmaß und durch kombinatorische Effekte das 

individuelle Erkrankungsrisiko beeinflussen. Während die exogenen Faktoren teilweise 

vermeidbarer Natur sind, tragen die endogenen Faktoren ohne die Möglichkeit einer direkten 

Einflussnahme zum Risiko bei. 

Einer der stärksten endogenen Faktoren ist das Alter, welches stark mit dem Auftreten der 

Krankheit assoziiert ist (Age-Related Eye Disease Study Research Group, 2000; Buch et al., 

2005; Klein et al., 2007; Chen et al., 2010). Grund dafür könnten Veränderungen auf Ebene der 

Zellen und der extrazellulären Matrix (EZM) der Retina und ihrer versorgenden Strukturen sein, 

im Allgemeinen kommt es mit zunehmendem Alter z. B. zur Akkumulation von DNA-Schäden, 

epigenetischen Veränderungen oder mitochondrialer Dysfunktion (Ardeljan et al., 2013). 

Typisch für das RPE ist eine mit dem Alter vermehrte Ablagerung von Lipofuszin in den 

postmitotischen Zellen, einem schädlichen Abfallprodukt der Phagozytose von Photorezeptor-

Außensegmenten (photoreceptor outer segments, POS) durch das RPE (Feeney-Burns et al., 

1984; Delori et al., 2001). Zudem kommt es im Alter zu einer Verdickung der Bruchmembran 

(BrM), verbunden mit der Einlagerung von Lipiden (Curcio, 2018b; Murali et al., 2020). 

Ein weiterer wichtiger endogener Faktor ist die individuelle genetische Konstitution, welcher 

je nach Studie ein Beitrag von 46% bis zu 71% zum individuellen AMD-Erkrankungsrisiko 

zugeschrieben wird. Bei ungünstiger Konstellation kann ein 44-faches Erkrankungsrisiko 

gegenüber Individuen mit einem günstigeren genetischen Profil resultieren (Seddon et al., 2005; 

Fritsche et al., 2016). In der aktuellsten und bis heute größten genomweiten Assoziationsstudie 

von Fritsche und Kollegen wurden im Jahr 2016 insgesamt 52 unabhängige Varianten in 34 

Genloci identifiziert, die mit protektiven oder krankheitsfördernden Effekten assoziiert sind 

(Fritsche et al., 2016). Die stärksten Assoziationen gab es dabei mit bereits bekannten Varianten 

im ARMS2/HTRA1 (age-related maculopathy susceptibility 2/high-temperature requirement A 

serine peptidase 1)-Lokus und CFH (Komplementfaktor H)-Lokus (Edwards et al., 2005; 
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Haines et al., 2005; Jakobsdottir et al., 2005; Klein et al., 2005; Rivera et al., 2005; Fritsche et 

al., 2008), aber auch schwächere und teilweise neue Assoziationen mit Varianten in oder in der 

Nähe von Genen wurden bestätigt bzw. neu gefunden, wie z. B. für die Gene kodierend für 

Komplementfaktor 3 (C3), Komplementfaktor 9 (C9), Gewebsinhibitor der Matrix-

Metalloproteinasen-3 (TIMP3), Vitronectin (VTN), Kollagen IV (COL4A3) und Apolipoprotein 

E (APOE) (Fritsche et al., 2016). Eine assoziierte Variante in der Nähe des Matrix-

Metalloproteinase-9 (MMP9)-Genortes ist dabei zudem die erste Variante, die spezifisch mit 

einem der beiden Subtypen, der NV-AMD, in Verbindung gebracht werden konnte (Fritsche et 

al., 2016). Zudem konnte gezeigt werden, dass ein hohes genetisches Risiko nicht nur mit der 

Erkrankungsschwere korreliert, sondern auch mit einem gehäuften Auftreten von 

Hochrisikomerkmalen für eine rasche Progression bei bestehender Erkrankung (Garzone et al., 

2024). Diese Gene sind an den verschiedensten Stoffwechselwegen und Prozessen beteiligt, 

darunter die Regulation des Komplementsystem, Angiogenese, EZM-Organisation und 

Lipidmetabolismus (Fritsche et al., 2013, 2014, 2016). 

Auch verschiedene Umweltfaktoren spielen eine Rolle für das Erkrankungsrisiko. Rauchen ist 

sowohl mit der Entstehung der AMD assoziiert, als auch mit der Progression von der Frühform 

zu einer der Spätformen, so dass Raucher ein etwa doppeltes Risiko für die Entwicklung einer 

der Spätformen haben (Vinding et al., 1992; Smith et al., 2001; Tomany, Wang, et al., 2004; 

Swaroop et al., 2009; Lambert et al., 2016). Als mögliche Ursachen werden Infarkte retinaler 

und choroidaler Gefäße, Hypoxie oder vermehrter oxidativer Stress diskutiert (Solberg et al., 

1998; Ding et al., 2009). Neben dem Rauchen wurden auch Sonnenlichtexposition, 

Bluthochdruck, kardiovaskuläre Erkrankungen, Übergewicht und Ernährung mit AMD 

assoziiert, wobei hier die Datenlage häufig inkonsistent ist (Cruickshanks et al., 1993; Smith et 

al., 2001; Klein et al., 2003; Tomany, Cruickshanks, et al., 2004; Chen et al., 2010; Lambert et 

al., 2016). Eine fettreiche Ernährung scheint z. B. die Progression der AMD zu begünstigen, 

während eine Anreicherung von Zink und Antioxidantien in der Nahrung das Fortschreiten der 

Erkrankung verringert (Kassoff et al., 2001; Seddon et al., 2003; Francisco et al., 2020).  

1.1.4 Pathologie, Symptomatik und Therapie der AMD 

Durch die klinische Untersuchung des Augenhintergrunds, z. B. durch Funduskopie oder 

optische Kohärenztomografie, lassen sich die Charakteristika der AMD darstellen 

(Chakravarthy et al., 2010; Lim et al., 2012). Die Erkrankung lässt sich anhand dieser 

Untersuchungen, je nach verwendetem Klassifikationssystem, in ein frühes/intermediäres 

Stadium und ein spätes/fortgeschrittenes Stadium unterteilen (Davis et al., 2005; Ferris et al., 
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2013; Van Lookeren Campagne et al., 2014). Die frühe/intermediäre AMD ist die häufigste 

Form, sie verläuft oft asymptomatisch und nur langsam progredient (Ferris et al., 2005; Wong 

et al., 2014). Erste Symptome können eine reduzierte Sehschärfe, eine verringerte 

Kontrastsensitivität, Beeinträchtigung der Dunkeladaption und verschwommene Sicht sein 

(Stangos et al., 1995; Jager et al., 2008; Lim et al., 2012; Haider et al., 2014). Gekennzeichnet 

ist sie durch Pigmentveränderungen (Hypo- oder Hyperpigmentierung) des RPE vor allem im 

Bereich der Makula und Bildung von extrazellulären, lipid- und proteinreichen Aggregaten 

(Drusen) zwischen der Basalmembran des RPE und der inneren kollagenen Schicht der BrM 

(Abb. 1, B) (Green et al., 1985; Hageman et al., 1999; Van Leeuwen et al., 2003; Jager et al., 

2008; Crabb, 2014; Fritsche et al., 2014). Die Drusen werden dabei in begrenzte, gelbliche 

Drusen mit einem Durchmesser von <63 µm („harte“ Drusen) und größere, unscharf begrenzte, 

hellere Drusen („weiche“ Drusen) unterteilt. Während die harten Drusen eine gewöhnliche 

Alterserscheinung sind und nicht unbedingt mit einem erhöhten AMD-Risiko einhergehen, sind 

weiche Drusen ein signifikanter Risikofaktor für die Entstehung einer der Spätformen der AMD 

(Ding et al., 2009; Curcio, 2018b). Brandl und Kollegen konnten des Weiteren eine signifikante 

Verdickung der BrM und eine Verdünnung der Photorezeptorenschicht bei AMD-Patienten 

zeigen (Brandl et al., 2019).  

Die beiden Spätformen der AMD, GA-AMD und NV-AMD, können isoliert auftreten. Bei 

vielen Patienten treten aber auch Mischformen bzw. beide Spätformen gleichzeitig auf, sodass 

die Spätformen zunehmend als ein Erkrankungskontinuum angesehen werden (Ambati et al., 

2003; Ding et al., 2009; Lim et al., 2012; Holz et al., 2014; Brandl et al., 2018). Symptomatisch 

kommt es zu einer Verschlechterung der Sehschärfe, zentralen Skotomen 

(Gesichtsfeldausfällen), Metamorphopsien (subjektive Sehstörungen mit verzerrter 

Wahrnehmung der Umwelt) und Bildung von disciformen, fibrovaskulären Narben 

(Campochiaro et al., 1999; Sarks et al., 2006; Lim et al., 2012). Beide Spätformen können sich 

dabei bis zum vollständigen Sehverlust entwickeln (Lim et al., 2012). Die zentralen Sehverluste 

führen bei den Betroffenen zu starken Einschränkungen im Alltag, so kommt es zu 

Schwierigkeiten beim Lesen, Autofahren und Erkennen von Gesichtern (Brown et al., 2005; 

Banerjee et al., 2008; Cruess et al., 2008; Chakravarthy et al., 2010). 

Bei der GA-AMD kommt es im zentralen Netzhautbereich zu Arealen von Atrophie und 

Degeneration des RPE, was sekundär auch zum Absterben der angrenzenden Photorezeptoren 

und zur Degeneration der unterliegenden Choriocapillaris führt (Abb. 1, C) (Dunaief et al., 

2002; Ding et al., 2009; Mcleod et al., 2009; Bhutto et al., 2012). Diese Atrophiefelder stellen 
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sich in der Funduskopie als zum Teil scharf abgegrenzte, helle Areale fehlender Pigmentierung 

dar (Lim et al., 2012). Bei der NV-AMD hingegen kommt es zu einem Aussprießen neuer 

Gefäße aus der Choriocapillaris (und teilweise der retinalen Blutgefäße) in den Raum zwischen 

RPE und BrM und in den sub-/intraretinalen Raum (Green, 1999; Brancato et al., 2002; Kent, 

2014; Van Lookeren Campagne et al., 2014). Da diese pathologischen Gefäße unreif und 

verstärkt permeabel sind, kommt es in Folge oft zu Austritt von serösen Flüssigkeiten oder 

Hämorrhagien zwischen BrM und RPE bzw. zwischen RPE und Photorezeptoren (Abb. 1, D) 

(Campochiaro et al., 1999; Grossniklaus et al., 2004; Chen et al., 2010; Lim et al., 2012). NV-

AMD führt, im Gegensatz zur GA-AMD, daher oft zu einem akut auftretenden, schnell 

fortschreitenden Sehverlust (Ambati et al., 2012). 

Abbildung 1: Schematische Fundusaufnahmen und Darstellungen einer gesunden Retina und Retinae mit 

verschiedenen Formen der AMD. (A) Darstellung einer normalen, gesunden Retina. SN = Sehnerv, M = Makula (B) 

Entstehung einer abnormen EZM und von Drusen unter dem RPE bei der frühen/intermediären AMD. Die Drusen sind in der 

Fundusaufnahme (Pfeil) als gelbe Punkte sichtbar. (C) Retina mit GA-AMD: in der Fundusaufnahme zeigen sich die 

atrophierten Areale als scharf abgegrenzte Bereiche mit Verlust der Pigmentierung (Pfeil) und große Drusen, schematische 

Darstellung der GA-AMD mit Verlust der RPE-Zellen und der darüberliegenden Photorezeptoren. (D) Retina mit NV-AMD: 

es kommt zu intraretinalen Einblutungen (Pfeil) und Flüssigkeitsaustritt, schematische Darstellung von Gefäßen, die durch die 

BrM und das RPE bis in die Photorezeptorenschicht einwachsen (choroidale Neovaskularisation, CNV). Abbildung modifiziert 

nach Ruan et al., 2021 
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Ein weiteres, auffälliges Merkmal in der retinalen Bildgebung von AMD-Patienten sind 

sogenannte reticuläre Pseudodrusen (RPD; auch subretinal drusenoid deposits (SDD) genannt). 

Dies sind extrazelluläre Ablagerungen, ähnlich zu den klassischen Drusen, jedoch zwischen 

dem RPE und den Photorezeptoren gelegen (Spaide et al., 2018; Wightman et al., 2019). Zwar 

unterscheiden sich RPD von den sub-RPE Drusen in ihrer Lipidzusammensetzung, sie enthalten 

jedoch typische Proteine der sub-RPE Drusen, darunter ApoE, CFH und VTN (Rudolf et al., 

2008; Oak et al., 2014; Wightman et al., 2019). Die ermittelte Prävalenz von RPD schwankt 

aufgrund einer starken Abhängigkeit von der verwendeten Bildgebungsmethode und einer 

fehlenden, einheitlichen Klassifizierung stark (Klein et al., 2008; Sivaprasad et al., 2016; Wu 

et al., 2016). Während die Ätiologie der RPD weiterhin unklar ist, konnten mehrere Studien 

eine klare Assoziation von RPD und dem Erkrankungsrisiko bzw. dem Fortschreiten von AMD 

zeigen (Marsiglia et al., 2013, 2015; Finger et al., 2014, 2016; Domalpally et al., 2019). 

 

Die Sehbeeinträchtigungen, vor allem durch die Spätformen der AMD, sind weitgehend 

irreversibel. Zur Therapie von NV-AMD zugelassen sind bislang ausschließlich intravitreale 

Injektionen neutralisierender Antikörper gegen den vaskulären endothelialen 

Wachstumsfaktoren (vascular endothelial growth factor, VEGF), z. B. Ranibizumab (Stahl, 

2020). Diese, je nach Behandlungsregime monatlich bis mehrmals jährlich durchgeführten, 

anti-VEGF Injektionen verzögern das Fortschreiten der Sehverluste, eine Verbesserung der 

Symptomatik wird jedoch nur selten erreicht (Rosenfeld et al., 2011; Ba et al., 2015; Park et 

al., 2017; Stahl, 2020). Zudem sind diese Injektionen sehr teuer für das Gesundheitssystem, 

belastend für den einzelnen Patienten und bergen ein gewisses Infektionsrisiko (Day et al., 

2011; The Lancet, 2018; Stahl, 2020). Schließlich sprechen NV-AMD-Patienten 

unterschiedlich gut auf die anti-VEGF Therapie an, es gibt auch Patienten bei denen diese nicht 

erfolgreich ist (Rosenfeld et al., 2011; McKibbin et al., 2012). Für die GA-AMD gab es in den 

USA 2023 Neuzulassungen für Inhibitoren der Komplementfaktoren 3 und 5, die zu einer 

signifikanten Verlangsamung des Wachstums der GA-Läsionen bei Patienten führen (Heier et 

al., 2023; Khanani et al., 2023, Nadeem et al., 2023). Zudem konnte teilweise eine Wirkung 

von präventiven Maßnahmen, wie die Nahrungsergänzung durch Vitamin- und 

Antioxidantienpräparate, gezeigt werden (Meleth et al., 2011; Evans et al., 2017a, 2017b; 

Moschos et al., 2018). Viele neuartige Therapiemöglichkeiten werden derzeit exploriert, so 

wird z. B. an chirurgischer Transplantation von gesundem RPE oder weiteren Eingriffen in das 

Komplementsystems geforscht (Binder et al., 2007; Schmitz-Valckenberg et al., 2010; Da Cruz 

et al., 2018; Nebbioso et al., 2019). 
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1.1.5 Molekulare Pathogenese der AMD 

Die verschiedenen Formen der Makuladegeneration, darunter die AMD, werden als Störung 

des RPE-BrM-Choroidea-Komplexes angesehen. Viele der normalen, altersbedingten 

Veränderungen dieses Komplexes sind in verstärkter Form auch typische Veränderungen bei 

AMD-Patienten und tragen vermutlich zur AMD-Pathogenese bei (Zarbin, 2004). 

Die BrM ist eine spezialisierte Schicht extrazellulärer Matrix zwischen dem RPE und der 

Choroidea, wobei die Zellen des RPE diverse Proteine der BrM sezernieren und dadurch an der 

Regulation des EZM Umsatzes der BrM beteiligt sind (Campochiaro et al., 1986; Aisenbrey et 

al., 2006). Mit zunehmendem Alter und stärker noch bei AMD-Patienten kommt es zur Bildung 

von fokalen Drusen unter dem RPE und einer Verdickung der BrM mit Ablagerungen in der 

BrM (basal linear deposits, BLinD) und zwischen RPE und BrM (basal laminar deposits, 

BLamD) (Kliffen et al., 1997; Fernandez-Godino et al., 2016; Curcio, 2018b; Brandl et al., 

2019). Diese Ablagerungen werden außerdem von Veränderungen in der 

Proteinzusammensetzung, Proteinvernetzung, einer erhöhten Glykosaminoglykangröße und 

erhöhtem Lipidgehalt der BrM begleitet (Tyl Hewitt et al., 1989; Karwatowski et al., 1995; 

Pauleikhoff et al., 2000). Grund hierfür könnten primär dysfunktionale RPE-Zellen sein, die 

abnorme Mengen an EZM-Proteinen, inflammatorischen Faktoren und Lipiden produzieren. 

Gleichzeitig könnte ein eingeschränkter Abbau der EZM zur Verdickung der BrM beitragen, 

dieser Abbau wird vor allem durch Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) bewerkstelligt (Liva et 

al., 2019). MMPs sind eine Familie von zinkabhängigen Proteasen, die fähig sind, die 

Strukturproteine der EZM abzubauen, gleichzeitig aber auch an der Prozessierung von 

Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Zellmembranrezeptoren beteiligt sind und so Einfluss auf 

verschiedenste Signalwege nehmen (Chang et al., 2001; Hu et al., 2006; Van Lint et al., 2007). 

Die Aktivität der MMPs wird durch Gewebsinhibitoren der Metalloproteinasen (TIMPs) 

reguliert, sowohl MMPs als auch TIMPs werden durch die Zellen des RPE produziert 

(Alexander et al., 1990; Vranka et al., 1997). Ungleichgewichte in der Aktivität von MMPs und 

TIMPs sind an vielen humanen Pathologien beteiligt, darunter Tumorbildung, kardiovaskuläre 

und neurodegenerative Erkrankungen (Cabral-Pacheco et al., 2020). Unter den 

neurodegenerativen Erkrankungen mit Dysregulation des MMP/TIMP-Systems ist z. B. die 

Sorsby-Fundusdystrophie (SFD), bei der pathologische Mutationen im TIMP3 Gen zur 

Akkumulation von TIMP3 in der EZM der BrM führt (Weber et al., 1994; Li et al., 2005). SFD 

ist eine Makuladegeneration mit einem sehr ähnlichen Phänotyp zur AMD, gekennzeichnet 

durch die Akkumulation von abnormalem, extrazellulärem Material in der BrM (Christensen et 
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al., 2017). Auch bei der AMD sind Varianten im TIMP3- und MMP9-Lokus bekannt, die mit 

einem erhöhten Erkrankungsrisiko assoziiert sind (Fritsche et al., 2016). In vielen Studien sind 

bei AMD-Patienten im Vergleich zu Kontrollen die Konzentrationen von TIMP3 und den 

MMPs im RPE und den umliegenden Geweben verändert, jedoch sind die Daten teilweise 

widersprüchlich (Guo et al., 1999; Kamei et al., 1999; Lambert et al., 2003; Chau et al., 2008; 

Hussain et al., 2011; García-Onrubia et al., 2020). Den MMPs kommt dabei unter anderem eine 

Rolle bei der Angiogenese und Entstehung von CNVs zu (González-Zamora et al., 2022; 

González-Zamora et al., 2023). Weiter führt der Abbau von EZM-Proteinen (z. B. Kollagen IV, 

Fibronectin und Elastin) durch MMPs zur Bildung von Matrikinen, welche chemotaktische 

Wirkung auf Immunzellen haben und inflammatorische Reaktionen auslösen können (Adair-

Kirk et al., 2008). Solche Matrikine sind Bestandteile von sub-RPE Ablagerungen und könnten 

so eine Verbindung zwischen der aberranten EZM und der chronischen Inflammation bei der 

AMD herstellen (Fernandez-Godino et al., 2016). 

Ungleichgewichte in der EZM-Synthese und Metalloproteinasen-Aktivität führen neben einer 

Verdickung auch zu abnormen physiologischen Eigenschaften der BrM, so kommt es mit 

zunehmendem Alter zu einer exponentiellen Abnahme der hydraulischen Leitfähigkeit, dies 

liegt vermutlich an der Einlagerung von lipidreichem Material in die BrM (Moore et al., 1995; 

Starita et al., 1996, 1997). Dies könnte, in Verbindung mit dem verringerten Blutfluss in der 

Choroidea, zu einem erschwerten Transport von Nährstoffen und Vitaminen zum RPE und den 

Photorezeptoren führen und die Beseitigung von Abbauprodukten und Abfallstoffen der 

metabolisch hochaktiven Zellen der Retina behindern (Moore et al., 2001; Hussain et al., 2002, 

2010).  

Ein weiterer Einflussfaktor in der AMD-Pathogenese scheint eine chronische Überaktivierung 

des Komplementsystems, einem Teil des angeborenen Immunsystems, im RPE-BrM-

Choroidea-Komplex zu sein, welche zu einer chronischen Inflammation führt (Johnson et al., 

2000; Frederick et al., 2014; Kawa et al., 2014; Geerlings et al., 2017). Da das Auge 

immunprivilegiert ist, ist die Komplementkaskade in gesunden Personen lokal streng reguliert 

und die sog. Komplementfaktoren sind im Auge nur in geringen Konzentrationen vorhanden, 

die Hauptquellen der Expression sind dabei das RPE und die Mikroglia der Netzhaut (Xu et al., 

2016). Das Komplementsystem kann über den klassischen Weg, den Mannose-bindenden 

Lektin-Weg und den alternativen Weg aktiviert werden. Alle drei Wege konvergieren in der 

Aktivierung von C3 und der anschließenden Aktivierung des Komplementfaktors 5 (C5) 

(Walport, 2001; Gadjeva, 2014; Maugeri et al., 2018). C5 bildet mit den Komplementfaktoren 
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C6-C9 einen Komplex, den Membranangriffskomplex (MAC), dieser MAC fördert die 

Entzündungsreaktion und ist entscheidend für Lyse von Pathogenen, kann jedoch unter 

pathologischen Umständen auch gegen körpereigene Zellen gerichtet sein (Carroll et al., 2011; 

Gadjeva, 2014). Die Komplementfragmente, die im Zuge der Kaskade entstehen, wie C3a bei 

der Spaltung von C3, sind wichtige Anaphylatoxine, die zur Anaphylaxie, Chemotaxis und 

Immunregulation beitragen (Coulthard et al., 2015; Mathern et al., 2015). Eine Dysregulation 

dieses streng kontrollierten Systems könnte zu einer verstärkten Komplementaktivierung in der 

Choriocapillaris und im RPE führen. Immunhistochemische Untersuchungen haben gezeigt, 

dass Komponenten des Komplementsystems, einschließlich C3, C5 und C9, wesentlicher 

Bestandteil der Drusen von AMD-Patienten sind (Crabb et al., 2002; Crabb, 2014). Auch 

Komplementfaktor B, CFH und der MAC wurden in Drusen und AMD-Läsionen nachgewiesen 

(Anderson et al., 2010). Weiter sind bei AMD-Patienten die Plasmaspiegel von 

Komplementfaktoren (wie C3a, C4a, C5a) und anderen Proteinen des Immunsystems (wie C-

reaktives Protein, Interleukine) erhöht (Reynolds et al., 2009; Ambati et al., 2013; Kauppinen 

et al., 2016; Lechner et al., 2016). Die erhöhten Konzentrationen an Komplementkomponenten 

sowohl im Plasma als auch in der Nähe von AMD-Läsionen werfen jedoch die Frage auf, ob 

dies ein systemischer oder lokaler Effekt ist (Clark et al., 2018). Auch im Tiermodell gibt es 

Hinweise auf eine Beteiligung des angeborenen Immunsystems an der AMD-Pathogenese. So 

konnten durch die Hemmung von C3a, C5a, Komplementfaktor B, und des MAC 

Neovaskularisationen in laserinduzierten CNV-Mausmodellen unterdrückt werden (Bora et al., 

2005; Nozaki et al., 2006; Lipo et al., 2013). Auch genetische Assoziationsstudien lassen eine 

Beteiligung des Komplementsystems an der AMD-Pathogenese vermuten, schon im Jahr 2005 

stellten mehrere unabhängige Studien fest, dass der CFH-Lokus, kodierend für ein 

inhibitorisches Protein der Komplementkaskade, ein wichtiger Suszeptibilitätslokus für AMD 

ist (Edwards et al., 2005; Hageman et al., 2005; Haines et al., 2005; Klein et al., 2005). 

Nachfolgende Studien haben auch in vielen anderen Genorten mit Beteiligung am 

Komplementsystem AMD-assoziierte Varianten identifizieren können, darunter z. B. die Gene 

CFB, C2, C3, SERPING1, HTRA1 und VTN (Fritsche et al., 2013, 2016). Gleichzeitig scheint, 

dass eine Deletion der CFH-verwandten Gene 1 und 3 (CFHR1 und CFHR3) protektiven 

Einfluss hat (Hughes et al., 2006). Aufgrund dieser Hinweise und nachfolgender 

Forschungsarbeit sind mehrere Medikamente, die in das Komplementsystem eingreifen, in der 

Erprobung zur AMD Behandlung, darunter die in den USA inzwischen zur Behandlung der 

GA-AMD zugelassenen Wirkstoffe Pegcetacoplan und Avacincaptad Pegol (Yehoshua et al., 

2014; Heier et al., 2023; Khanani et al., 2023, Nadeem et al., 2023). Viele der klinischen Studien 



Einleitung 

11 

 

haben jedoch auch nur begrenzte therapeutische Wirkungen gezeigt, was unter anderem auf den 

späten Zeitpunkt der therapeutischen Intervention, Probleme bei der individuellen Dosierung 

und Unterschiede in Tiermodellen im Vergleich zum Menschen zurückzuführen ist (Wu et al., 

2019). Darum könnte es sinnvoll sein, das Komplementsystem in den früheren Stadien der 

AMD zu beeinflussen, bevor es zu GA-AMD oder NV-AMD kommt (Park et al., 2019).  

Mit dem Alter und verstärkt bei AMD-Patienten kommt es zu Veränderungen der 

Choriocapillaris. Zum einen kommt es pro Lebensjahrzehnt zu einer Abnahme der Dicke des 

Choroids um 16-54 µm, gleichzeitig nimmt auch die Dichte und der Lumendurchmesser der 

Kapillaren ab (Margolis et al., 2009; Mcleod et al., 2009; Ding et al., 2011; de Carlo et al., 

2015). So kommt es zu einer signifikanten Abnahme des choroidalen Blutflusses, vor allem bei 

AMD-Patienten (Grunwald et al., 1998, 2005; Metelitsina et al., 2008). Bislang ist unklar, ob 

diese Degeneration primär, unabhängig vom RPE stattfindet oder ob eine verminderte 

Produktion und Diffusion von proangiogenen Wachstumsfaktoren des RPE der Grund für die 

Atrophie ist (Mcleod et al., 2009; Bhutto et al., 2012; Manian et al., 2021). Gleichzeitig zu 

dieser choroidalen Degeneration kommt es bei der NV-AMD zu einer Neubildung von Gefäßen 

des Choroids und deren Durchbruch durch die BrM (Van Lookeren Campagne et al., 2014). 

Grund scheint eine erhöhte Konzentration von VEGF zu sein, dieser wird unter anderem vom 

RPE und retinalen Makrophagen und Fibroblasten unter pathologischen Bedingungen vermehrt 

synthetisiert (Kvanta et al., 1996; Yi et al., 1997). Für eine Beteiligung von VEGF an der 

Pathogenese sprechen auch mit AMD-assoziierte Varianten im VEGFA-Lokus (Fritsche et al., 

2016) und das Ansprechen der Erkrankung auf Therapie mit VEGF-Inhibitoren (Ba et al., 

2015). 

Oxidativer Stress scheint ein weiterer wichtiger Faktor der AMD-Pathogenese zu sein (Beatty 

et al., 2000; Hollyfield et al., 2008; Bellezza, 2018; Ruan et al., 2021). Grund hierfür ist ein 

Überschuss an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) (z. B: Hydroxyl-Radikale und Superoxide), 

wenn deren Bildung die Kapazitäten des antioxidativen Systems überfordert (Cheeseman et al., 

1993; Yu et al., 2005). Die ROS reagieren mit Proteinen, Lipiden, Kohlenhydraten und 

Nukleinsäuren und führen so zu teilweise irreversiblen Schäden an Zellen und der EZM 

(Cheeseman et al., 1993; Finkel et al., 2000; Kaarniranta et al., 2019). Im RPE kommt es dabei 

zu einer besonders reichlichen Bildung von ROS, begünstigt durch den hohen O2-Partialdruck 

von 70-90 mmHG in der Umgebung des RPE (Winkler et al., 1999). Weiter sind die POS 

besonders reich an mehrfach ungesättigten Fettsäuren, an deren Doppelbindungen es zu ROS-

produzierenden Lipidperoxidationsreaktionen kommt (Anderson et al., 1974; Stone et al., 
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1979). Auch die Phagozytose dieser POS durch das RPE führt zu weiterem oxidativem Stress 

(Tate et al., 1995; Beatty et al., 2000; Strauss, 2005). Schließlich ist die gesamte Retina 

erheblichen Mengen ionisierender Strahlung durch das einfallende Licht ausgesetzt, die daraus 

resultierende Bildung von ROS wird weiter noch durch Pigmente (z. B. Melanin, Rhodopsin, 

Lipofuszin) in der Retina verstärkt (Beatty et al., 2000; Sparrow et al., 2000; Chalam et al., 

2011; Handa, 2012). In Einklang mit einer Beteiligung von oxidativem Stress an der 

Pathogenese konnte gezeigt werden, dass die Nahrungsergänzung mit Antioxidantien die 

Progression der AMD verlangsamen kann (Kassoff et al., 2001; Evans et al., 2017b). Rauchen 

hingegen, was die Konzentration von Antioxidantien verringert und zur Bildung von ROS führt, 

stellt einen wesentlichen Risikofaktor dar (Church et al., 1985; Chow et al., 1986). Zudem 

konnten Plestina-Borjan und Kollegen nachweisen, dass bei AMD-Patienten die Aktivität von 

Glutathion-Peroxidase, einem ROS-neutralisierendem Enzym, und die totale antioxidative 

Kapazität im Serum erniedrigt sind (Plestina-Borjan et al., 2015). Schließlich führen durch ROS 

oxidierte EZM Bestandteile zur Aktivierung von Komplementfaktoren und inflammatorischen 

Reaktionen (Gordiyenko et al., 2004; Curcio et al., 2011; Yadav et al., 2013; Kauppinen et al., 

2016). Aufgrund dieser zahlreichen Hinweise auf eine Beteiligung von oxidativem Stress an 

der molekularen Pathogenese der AMD untersuchen viele Studien die dadurch induzierte 

Dysfunktion und Degeneration des RPE (Li et al., 2010; Hanus et al., 2015; Piippo et al., 2018; 

Brown et al., 2019). 

Als weiterer Faktor in der Entstehung von AMD wird Lipofuszin diskutiert. Lipofuszin besteht 

aus autofluoreszierenden Lipid- und Protein-Aggregaten, die mit zunehmendem Alter in vielen 

Geweben des Körpers, insbesondere im postmitotischen RPE, akkumulieren (Beatty et al., 

2000; Sparrow et al., 2005). Die Zusammensetzung und Herkunft dieser Aggregate variiert je 

nach Gewebe, im RPE ist dabei die Hauptquelle die Phagozytose von POS durch das RPE, bei 

der auch nicht abbaubare Stoffwechselprodukte der Photorezeptoren aufgenommen werden 

(Kennedy et al., 1995; Wihlmark et al., 1996; Sparrow et al., 2005). So nimmt Lipofuszin 

während des ersten Lebensjahrzehnts nur 1 %, im Alter von 80 Jahren hingegen 19 % des 

zytoplasmatischen Volumens der RPE-Zellen ein (Feeney-Burns et al., 1984). Dies führt zur 

Schädigung des RPE, so ist z. B. die phagozytische Aktivität beeinträchtigt und die lysosomale 

Integrität und Enzymaktivität gestört (Sundelin et al., 1998; Kaemmerer et al., 2007; Krohne et 

al., 2010). Zudem begünstigt Lipofuszin durch die Bildung von ROS oxidativen Stress (Beatty 

et al., 2000; Kaemmerer et al., 2007; Brandstetter et al., 2015), sodass in vielen Arbeiten die 

Phagozytose von POS durch RPE-Zellen (POS-Fütterung) als physiologischer Stressor in in 
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vitro RPE-Modelle integriert wird (Krohne et al., 2010; Keeling et al., 2020; Nachtigal et al., 

2020). 

Schließlich rücken auch zunehmend die Mitochondrien des RPE in den Fokus der AMD 

Forschung (Tong et al.; 2022). Feher und Kollegen konnten eine verminderte 

Mitochondrienzahl im RPE von AMD-Patienten nachweisen (Feher et al., 2006). Folgende 

Arbeiten stellten zudem eine erhöhte Rate an Schäden im mitochondrialen Genom bei AMD-

Patienten fest, wobei das Ausmaß dieser Schäden mit dem Schweregrad der AMD Erkrankung 

korreliert (Karunadharma et al., 2010; Terluk et al., 2015). Als mögliche Auswirkung dieser 

Schäden zeigt sich eine reduzierte mitochondriale Funktion in primären RPE-Zellen von AMD-

Patienten (Ferrington et al., 2017; Golestaneh et al., 2017). Neben der zentralen Rolle im 

Energiestoffwechsel der Zellen sind Mitochondrien an der Produktion von ROS, der zellulären 

Calciumhomöostase und der Induktion von Entzündung und Apoptose beteiligt (Kaarniranta et 

al., 2020). Die gestörte mitochondriale Aktivität und Integrität im RPE könnten so auf 

vielfältige Weise an der AMD-Pathogenese beteiligt sein. 

 Verschiedene Proteine und Lipide und deren Bedeutung für die AMD-Pathogenese 

1.2.1 Fibronectin 

Fibronectin (FN) ist ein Protein, welches sowohl in löslicher Form in diversen 

Körperflüssigkeiten (z. B. Serum) vorkommt, aber vor allem in nicht löslicher Form Bestandteil 

der EZM ist (Pankov et al., 2002). Durch zahlreiche Interaktionspartner 

(Zelloberflächenrezeptoren, andere Proteine und Proteoglykane der EZM. u. v. m.) ist FN an 

einer Vielfalt von Prozessen beteiligt, darunter z. B. der Abbau von Kollagenen und die Haftung 

des RPE an dessen Basalmembran über die Interaktion mit Integrinen (Pankov et al., 2002; Nita 

et al., 2014). Des Weiteren ist FN bei der Bildung von neuer EZM eine der zuerst abgelagerten 

Komponenten und bildet das Grundgerüst für den Aufbau der EZM durch andere Proteine. Das 

Protein ist Bestandteil aller fünf Schichten der BrM (Miller et al., 2017). Die Datenlage zum 

Vorkommen von FN in Drusen ist teilweise widersprüchlich, es konnte jedoch gezeigt werden, 

dass in vitro Inhibition von FN die Ablagerung von Kollagen IV, einem wesentlichen 

Bestandteil von Drusen, verhindert, da dies vermutlich eine existierende FN Matrix voraussetzt 

(Miller et al., 2017). FN ist auch Bestandteil von BLamD, während der Anteil an der 

Basallamina des RPE, welche normal reich an FN ist, mit zunehmendem Alter abnimmt 

(Zarbin, 2004; Nita et al., 2014). Es wurde nachgewiesen, dass primäre RPE-Zellen von AMD-

Patienten im Vergleich zu Kontrollen mehr als doppelt an FN sezernieren und iPSC-RPE von 

AMD-Patienten, gestresst durch eine abnormale EZM, im Vergleich zu Kontroll-iPSC-RPE 
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vermehrt FN transkribieren (An et al., 2007; Gong et al., 2020). In einem CNV-Mausmodell 

wurde zudem gezeigt, dass FN eine wichtige Rolle bei der Entstehung der CNVs zukommt 

(Zhao et al., 2024). 

1.2.2 Elastin 

Elastische Fasern bilden das Grundgerüst von elastischen Geweben, Elastin ist dabei mit 90 % 

der Hauptbestandteil dieser stark vernetzten Fasern. Für die Bildung dieser Fasern orientiert 

sich sezerniertes Elastin an einem vorbestehenden Gerüst aus Mikrofibrillen (Mithieux et al., 

2006). Elastin ist ein unlösliches und sehr langlebiges Biopolymer, welches aufgrund seiner 

starken Vernetzung nur in vernachlässigbarem Maße dem physiologischen EZM-Umsatz 

unterworfen ist. Wenn die elastischen Fasern keiner Schädigung unterworfen sind, kommt es 

in erwachsenen Geweben zu keinem nennenswerten Auf- und Abbau (Mithieux et al., 2006). 

Die elastische, mittlere Schicht der BrM besteht zum größten Teil aus Elastin, in dieser Schicht 

kommt es im Laufe der AMD-Pathogenese zu einer zunehmenden Fragmentierung und 

Kalzifizierung der Fasern (Del Priore et al., 2002; Booij et al., 2010). Die verminderte Dicke 

und der Strukturverlust der Elastinschicht, inbesondere im Bereich der Makula, könnten im 

Sinne eines Barriereverlusts, eine wichtige Vorraussetzung für die Entstehung von CNVs sein 

(Chong et al., 2005; Navneet et al., 2022). Elastin ist weiter typischer Bestandteil von Drusen 

von AMD-Patienten und ist außerdem Substrat des bei AMD-Patienten dysregulierten MMP-

Systems (Crabb et al., 2002; Cabral-Pacheco et al., 2020). 

1.2.3 Vitronectin 

Vitronectin (VTN) ist ein 75 kDa großes Protein, welches sowohl in löslicher Form im 

Blutplasma zu finden ist als auch über Bindungsdomänen für Kollagen und 

Glykosaminoglykane in der EZM verankert ist (Schvartz et al., 1999). Über Interaktion mit 

zellulären Integrinen und der umliegenden EZM beeinflusst es Adhäsion, Metabolismus und 

Genexpression von Zellen, spielt eine Rolle in der Angiogenese und hat einen inhibitorischen 

Effekt auf die zelllytische Wirkung des MAC des Komplementsystems (Schvartz et al., 1999; 

Leavesley et al., 2013). VTN als Bestandteil der inneren Kollagenfaserschicht der BrM könnte 

somit in der AMD-Pathogenese, in der all diese Prozessen beteiligt zu sein scheinen, eine 

wichtige Rolle zukommen. Weiter konnte mehrfach gezeigt werden, dass VTN sowohl in vivo 

in Drusen, als auch in vitro Bestandteil von drusenähnlichen Ablagerungen ist und im 

Zytoplasma von AMD-assoziierten RPE-Zellen akkumuliert (Hageman et al., 1999; Crabb et 

al., 2002; Zarbin, 2004; Galloway et al., 2017). Für eine kausale Beteiligung von VTN an der 

AMD-Pathogenese spricht zudem, dass eine signifikant mit AMD assoziierte Variante im VTN-
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Gen zu veränderter Sekretion und Physiologie des Proteinprodukts führt (Fritsche et al., 2016; 

Biasella et al., 2020). 

1.2.4 Laminin und Kollagen IV 

Alle Basalmembranen im menschlichen Körper, auch die des RPE und der Choroidea, enthalten 

Laminin und Kollagen IV. Laminine sind Glykoproteine, bestehend aus drei, über 

Disulfidbrücken verbundenen, Polypeptidketten, deren Hauptaufgabe die feste Haftung von 

Zellen auf der Basallamina ist. Dafür interagieren sie zum einen mit in der Zellmembran 

verankerten Proteinen, zum anderen mit Kollagen IV in tieferen Schichten der Basalmembran 

(Aumailley, 2013). Laminin und Kollagen IV wurden als Bestandteil von Drusen in vivo 

identifiziert, gleichzeitig nimmt jedoch der Anteil an der Basallamina des RPE mit dem Alter 

ab (Newsome et al., 1987; Pauleikhoff et al., 2000; Crabb et al., 2002; Zarbin, 2004). Die Quelle 

der Proteine scheint dabei das RPE zu sein, RPE-Zellen in Kultur sezernieren Laminin bzw. 

lagern eine EZM bestehend aus Laminin und Kollagen IV, ähnlich der Basalmembran in vivo, 

ab (An et al., 2007; Galloway et al., 2017; Chinchilla et al., 2021). In vitro konnte in RPE-

Zellen vor allem für Kollagen IV eine verstärkte Ablagerungen bei AMD-ähnlichen 

Makuladystrophien bzw. durch AMD-relevante Stressoren gezeigt werden (Galloway et al., 

2017; Fernandez-Godino, Pierce, 2018; Chinchilla et al., 2021). 

1.2.5 TIMP 3 

TIMP3 ist ein, je nach Glykosylierung, 24-27 kDa großes Protein. Besonders ist, dass es im 

Gegensatz zu den anderen drei Mitglieder der TIMP Proteinfamilie an Proteoglykane der EZM 

bindet und so in diese integriert wird (Fan et al., 2020). Die Funktionen von TIMP3 sind 

vielfältig, neben der offensichtlichen inhibitorischen Wirkung auf MMPs ist es zudem auch an 

deren Aktivierung aus dem Proenzym beteiligt und spielt so eine Rolle bei der Homöostase von 

Auf- und Abbau der EZM (Fan et al., 2020). TIMP3 interagiert neben den MMPs auch mit 

anderen Proteinen, so inhibiert es z. B. auch die VEGF vermittelte Angiogenese durch 

kompetitive Bindung an den VEGF-Rezeptor (Fan et al., 2020). Dysregulation der Balance von 

MMPs und TIMPs führt zu Entzündungsreaktion, Gewebezerstörung, abnormaler Angiogenese 

und Aktivierung von Mikroglia, wichtigen Aspekten der AMD-Pathogenese (Cabral-Pacheco 

et al., 2020). Mutationen im TIMP3 Gen führen zur SFD (Weber et al., 1994), einer 

Makuladegeneration mit einer sehr ähnlichen Manifestation wie der AMD, zudem konnte auch 

eine Variante im TIMP3 Gen identifiziert werden, die mit der AMD assoziiert ist (Li et al., 

2005; Fritsche et al., 2016). Der TIMP3 Gehalt der BrM ist bei AMD-Patienten erhöht und 
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TIMP3 konnte als Bestandteil von Drusen nachgewiesen werden (Kamei et al., 1999; Crabb et 

al., 2002). 

1.2.6 Kollagen V 

Kollagen V ist ein regulatorisches, fibrillenformendes Kollagen, welches mit anderen Proteinen 

der Kollagenfamilie (I, III, VI) interagiert und damit das Grundgerüst der EZM bildet, sein 

Anteil an der EZM ist dabei jedoch meist eher gering (Mak et al., 2016). Kollagen V ist 

Bestandteil der Basalmembranen des RPE und der Choroidea und der inneren und äußeren 

Kollagenfaserschicht (Nita et al., 2014; Miller et al., 2017). Eindeutige Hinweise auf eine 

Beteiligung an der AMD-Pathogenese gibt es keine, außer dass Crabb und Kollegen Kollagen 

V in Drusen nachweisen konnten (Crabb et al., 2002). 

1.2.7 ApoE und Lipide 

Im Laufe der AMD-Pathogenese kommt es zu einer Einlagerung von Lipiden in die BrM 

(Murali et al., 2020), auch die erkrankungstypischen Drusen bestehen zu ca. 40 % aus Lipiden, 

vor allem verestertem Cholesterin (Wang et al., 2010). Die Herkunft dieser Lipide ist noch 

ungeklärt, vermutet wird jedoch die Phagozytose von POS (reich an verestertem Cholesterin) 

durch das RPE und anschließende basale Sekretion überflüssiger Lipide (Curcio, 2018b). Für 

eine Beteiligung des RPE an dieser Lipidakkumulation spricht zudem, dass RPE-Zellen in 

Kultur drusenähnliche, lipidreiche Ablagerungen bilden (Pilgrim et al., 2017). 

Unklar ist weiter die Rolle von ApoE, welches vermutlich für den Transport von Lipiden durch 

die BrM zur Choriocapillaris wichtig ist (Ishida et al., 2004). ApoE akkumuliert in RPE-Zellen 

in der Nähe von Drusen und ist ein prominenter Bestandteil von Drusen in vivo und auch in 

vitro im RPE Zellmodell (Anderson et al., 2001; Pilgrim et al., 2017). Zudem stellt für das 

APOE-Gen das APOE2 Allel einen Risikofaktor für die Entwicklung von AMD dar. Das 

APOE2 Allel führt dabei zu einer beeinträchtigten Bindung an entsprechende Rezeptoren, 

sodass es in Folge zu einer verminderten Beseitigung der Lipoproteine aus dem Plasma kommt 

(Hu et al., 2021). Die dadurch erhöhte Konzentration der Lipoproteine wird als Grund für die 

vermehrte Ablagerung von ApoE und Lipiden in der BrM und Drusen diskutiert. Passend dazu 

führen genetische Veränderungen im APOE-Gen in Mausmodellen zur Ausbildung von AMD 

ähnlichen Phänotypen mit BLamD und BLinD (Dithmar et al., 2000; Kliffen et al., 2000). 

Zudem interagiert ApoE z. B. mit dem Komplementsystem und hat so 

inflammationsmodulierende Wirkung, sodass ein komplexer Einfluss in der AMD-Pathogenese 

wahrscheinlich ist (Hu et al., 2021). 
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1.2.8 α-Crystallin 

α-Crystalline, im Nachfolgenden nur Crystallin genannt, gehören zur Familie der kleinen 

Hitzeschockproteine und üben im Gesunden durch Schutz vor Proteinaggregation und 

Apoptose eine protektive Funktion aus (Nagaraj et al., 2016). So führt Stress, z. B. in Form von 

H2O2- oder Hitzeexposition, im Sinne eines Schutzmechanismus zu einer erhöhten Expression 

von Crystallin in RPE-Zellen (Alge et al., 2002). Aufgrund einer erhöhten Expression von 

Crystallin im RPE bei Patienten mit NV- sowie GA-AMD in vivo sowie in RPE-Zellen von 

AMD-Patienten in vitro und dem Vorhandensein in Drusen wird eine Implikation in der AMD-

Pathogenese diskutiert (Nakata et al., 2005; De et al., 2007). Erklärungsansatz könnte hier eine 

Beteiligung an Angiogenese und Erhöhung der Sekretion von VEGF sein, sodass die erhöhte 

Expression von Crystallin die Entstehung von CNV begünstigen könnte (Dimberg et al., 2008; 

Kannan et al., 2016). Im Einklang damit führt ein Crystallin Knockout im CNV-Mausmodell 

zu einer Reduktion der VEGF Sekretion und der Größe von CNV Läsionen (Kase et al., 2010). 

Andererseits übt Crystallin auch protektive Effekte auf das RPE aus, so dass auch denkbar ist, 

dass die erhöhte Expression nicht Ursache, sondern Folge der pathologischen Veränderungen 

in der AMD ist. Zudem wird Crystallin vom RPE im Gesunden nur apikal sezerniert, sodass 

bei einer basalen Akkumulation von einer vorherigen Schädigung des RPE, z. B. durch 

oxidativen Stress, ausgegangen werden muss (Kay et al., 2013). 

1.2.9 β-Amyloid 

β-Amyloid entsteht durch die proteolytische Abspaltung von Peptiden einer Länge von 37-49 

Aminosäuren aus dem Amyloid-Vorläuferprotein und führt im Neocortex von 

Alzheimerpatienten zur Induktion von oxidativem Stress (Butterfield et al., 2013). β-Amyloid 

ist auch in der alternden Retina vermehrt vorhanden und konnte in Drusen von AMD-Patienten 

nachgewiesen werden, sodass von einer Beteiligung an der AMD-Pathogenese ausgegangen 

wird (Johnson et al., 2002; Ohno-Matsui, 2011). So führt die β-Amyloid Exposition von RPE-

Zellen zu einer erhöhten Apoptoserate (Gao et al., 2018; Ye et al., 2018), chronischer 

Inflammation (Liu et al., 2013) und erhöhter Expression von VEGF, welches an der Entstehung 

von CNV beteiligt ist (Masuda et al., 2019). 

 hiPSC-RPE als Zellmodell in der AMD-Forschung 

In diesem Projekt wurde mit einem Modellsystem von RPE-Zellen, differenziert aus humanen 

induzierten pluripotenten Stammzellen, (hiPSC-RPE) gearbeitet. Dieses Modellsystem wurde 

am Institut für Humangenetik Regensburg etabliert, dazu wurden in einem innovativen 

Verfahren hiPSC-RPE Zelllinien mit einem entweder besonders hohen oder ausgeprägt 
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niedrigen genetischen Risiko, an AMD zu erkranken, generiert. Somit ist es möglich, den 

Einfluss des genetischen Hintergrunds der Zellen auf verschiedenste Mechanismen und 

Stoffwechselwege in geeigneten experimentellen Szenarien zu untersuchen. Zur Etablierung 

dieser Zelllinien wurden 161 Individuen durch die Augenklinik des Universitätsklinikums 

Regensburg rekrutiert, nach ihrem AMD-Status (AMD-Patient/Probanden ohne jegliche 

Anzeichen auf AMD) eingeteilt und bezüglich 13 AMD-assoziierter Varianten in 8 Loci (CFH, 

ARMS2/HTRA1, CFB, C3, APOE, PLA2G12A, LIPC und TIMP3) genotypisiert (Grassmann et 

al., 2012). Die starke Korrelation dieser Varianten mit dem AMD-Risiko (Fritsche et al., 2008, 

2013, 2016) ermöglicht die Erhebung genetischer Risikoscores gemäß dem Modell von 

Grassmann et al., 2012. Es wurden 4 Individuen mit einem Risikoscore von 5 (hoch) und NV-

AMD und 4 Individuen mit einem Risikoscore von 1 (niedrig) ohne jeglichen AMD-Phänotyp 

ausgewählt. Von diesen Probanden wurden Fibroblasten bzw. mononukleäre Zellen des 

peripheren Bluts gewonnen, diese zu iPSCs reprogrammiert und anschließend anhand des 

Protokolls von Brandl und Kollegen zu RPE-Zellen differenziert (Brandl et al., 2014). Somit 

haben diese hiPSC-RPE Zelllinien ein definiertes genetisches AMD-Risiko und stellen ein 

Modellsystem dar, um dessen Einfluss auf verschiedene AMD-bezogene Stoffwechselwege zu 

untersuchen. 

 Ziel der Arbeit 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein möglicher Einfluss des genetischen Hintergrunds von 

hiPSC-RPE Zelllinien auf verschiedene Zellprozesse untersucht werden, die in der AMD-

Pathogenese in vivo möglicherweise eine Rolle spielen. Um einen der wichtigsten 

Risikofaktoren der AMD, das Alter, im Modellsystem zu replizieren, fand die finale Reifung 

der Zellen auf Transwellinserts dabei für über 90, im Vergleich zu den am Institut bisher 

üblichen 42, Tage statt. Darüber hinaus wurden bei einem Teil der hiPSC-RPE-Zellen POS zum 

Kultivierungsmedium hinzugegeben (POS-Fütterung), um die Wirkung eines physiologischen 

Stressors in das Modellsystem zu integrieren. 

Analysiert wurde zum einen die EZM-Homöostase in den hiPSC-RPE. Dazu wurde 

immunhistochemisch die Ablagerung von verschiedenen Strukturproteinen der EZM (FN, Ela, 

Lam, Kollagen IV, Kollagen V) untersucht, um einen generellen Eindruck der durch die hiPSC-

RPE gebildeten EZM zu gewinnen. Außerdem wurde die Ablagerung von Komponenten der 

AMD-spezifischeren Drusen analysiert (TIMP3, VTN, C9, ApoE, β-Amyloid, Crystallin und 

Lipide). Des Weiteren wurde die Sekretion und Aktivität von MMPs, essenziellen Proteasen 

im Rahmen der EZM-Remodellierung, durch die hiPSC-RPE betrachtet. 
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Zudem wurde die Genexpression auf mRNA-Ebene verschiedener AMD-assoziierter Gene im 

hiPSC-RPE bestimmt. Dabei wurden als Marker für das bei AMD-Patienten überaktive 

Komplementsystem die Expression des C3- und CFH-Gens gewählt, als Marker für die 

oxidative Stressantwort dienten HMOX1 und NQO1, dies sind Zielgene des NRF2 Signalwegs, 

einem Schlüsselelement in der oxidativen Stressantwort aller Art von Zellen. Schließlich 

rücken immer mehr die Mitochondrien des RPE in den Fokus der AMD-Forschung, hierfür 

wurde die Expression von COX4 untersucht, einem generellen Marker für mitochondriale 

Aktivität und Integrität.  
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2 Material 

 Reagenzien und Chemikalien 

Tabelle 1: Dargestellt sind in der Arbeit verwendete Reagenzien und Chemikalien, sowie deren Herkunft. 

Reagenz/Chemikalie Herkunft 

2x TaqMan Gene Expression Master Mix Eurogentec, Seraing, Belgien 

4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)-Stain-

Lösung 

Life Technologies GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Aceton, C3H6O Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Ammoniak-Lösung (25%), NH3 AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Ammoniumperoxidsulfat (APS), 

(NH4)2S2O8 
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Bovines Serumalbumin (BSA) New England Biolabs, Ipswich, MA, USA 

Bromphenolblau Natriumsalz, 

C19H9Br4O5SNa 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Calciumchlorid, CaCl2 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Clarity Max Western ECL Substrat 
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, 

Deutschland 

Clarity Western ECL Substrat 
Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen, 

Deutschland 

Coomassie-Brilliant Blue R, 

C45H44N3NaO7S2 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Dako Eindeckmedium Agilent, Santa Clara, CA, USA 

dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) Genaxxon Bioscience, Ulm, Deutschland 

Essigsäure (100%), C2H4O2 
Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, 

Deutschland 

Ethanol (≥99,8% p.a.), C2H6O 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Gelatine aus boviner Haut, Type B Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Glycin, C2H5NO2 
Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, 

Deutschland 

Gylcerin (99,5%), C3H8O3 
Chemikalienlager der Universität 

Regensburg 

Isopropanol, C3H8O 
Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, 

Deutschland 

Methanol, CH3OH 
Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, 

Deutschland 

Milchpulver 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Natriumdodecylsulfat (Sodium dodecyl 

sulfate – SDS) (≥99%), C12H25NaO4S 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Nilrot, C20H18N2O2 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Paraformylaldehyd (PFA), (CH2O)n AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Roti®-Quant 5x Konzentrat 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Rotiphorese® Gel (40%) 

Acrylamid/Bisacrylamid 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 
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Tetramethylethylendiamin (TEMED), 

(CH3)2NCH2CH2N(CH3)2 

Merck Chemicals GmbH, Schwalbach, 

Deutschland 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), 

NH2C(CH2OH)3 
Affymetrix, Santa Clara, CA, USA 

Tris-HCl (1M), pH 6,8; pH 8,8 
VWR International Germany GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 

Triton® X-100 (Octoxinol 9), 

C14H22O(C2H4O)n mit n = 9-10 
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Tween® 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Ziegenserum Abcam, Cambridge, Vereinigtes Königreich 

β-Mercaptoethanol, HSCH2CH2OH Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA 

 

 Lösungen und Puffer 

Tabelle 2: Dargestellt sind in der Arbeit verwendete Puffer und Lösungen, deren Bestandteile, sowie die relative Menge. 

Puffer/Lösung Bestandteile relative Menge 

Antikörper-Lösung Western 

Blot 

BSA 5 % w/v 

1x TBS-T  

Blocklösung Western Blot 
Milchpulver 5 % w/v 

1x TBS-T  

ICC Antikörperlösung BSA 

BSA 3 % w/v 

Triton® X-100 (20%) 0,5 % v/v 

DPBS  

ICC Antikörperlösung 

Ziegenserum 

Ziegenserum 2,5 % v/v 

Triton® X-100 (20%) 0,5 % v/v 

DPBS  

ICC Blocklösung BSA 

BSA 3 % w/v 

Triton® X-100 (20%) 1,5 % w/v 

DPBS  

ICC Blocklösung 

Ziegenserum 

Ziegenserum 10 % v/v 

Triton® X-100 (20%) 1,5 % v/v 

DPBS  

Nicht reduzierender 

Lämmli-Puffer 5 x 

Bromphenolblau 0,01 % w/v 

Tris-HCl pH 6,8 60 mM 

β-Mercaptoethanol 0 % v/v 

SDS 2 % w/v 

Glycerin 10 % v/v 

H2O dest.  

PFA-Lösung 
PFA 2 % w/v 

DPBS  

Reduzierender Lämmli-

Puffer 5x 

Bromphenolblau 0,01 % w/v 

Tris-HCl pH 6,8 60 mM 

β-Mercaptoethanol 5 % v/v 

SDS 2 % w/v 

Glycerin 10 % v/v 

H2O dest.  

SDS-Laufpuffer (pH 8,6) 

Tris-HCl 0,25 mM 

Glycin  0,2 M 

SDS 1 % w/v 
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H2O dest.  

TBS (pH 7,5) 

Tris 50 mM 

NaCl 150 mM 

H2O dest.  

TBS-T 
Tween® 20 0,1 % v/v 

TBS  

Towbin 

Glycin 190 mM 

Tris 0,25 mM 

Methanol 20% v/v 

H2O dest.  

Triton® X-100 Lösung 
Triton® X-100 1,5 % v/v 

H2O dest.  

Zelllysepuffer 

Triton® X-100 (20%) 2,5 % v/v 

Ammoniak-Lösung (25%) 0,15% v/v 

DPBS  

Zymographie-

Entfärbelösung 

Essigsäure 10 % v/v 

Methanol 50 % v/v 

H2O dest.   

Zymographie-Färbelösung 

Coomassie-Brilliant Blue R 0,25 % w/v 

Essigsäure 10 % v/v 

Methanol 50 % v/v 

H2O dest.  

Zymographie-

Inkubationspuffer 

Triton® X-100 (25%) 4 % v/v 

Tris-HCl, pH 7,5 50 mM 

CaCl2 5 mM 

 H2O dest.  

Zymographie-Waschpuffer 

Triton® X-100 (25%)  10 % v/v 

Tris-HCl, pH 7,5 50 mM 

CaCl2 5 mM 

 H2O dest.  

 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 3: Dargestellt sind in der Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien, sowie deren Herkunft. 

Material Herkunft 

12-Well Zellkulturplatten 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

38,5 ml Ultrazentrifugentubes Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland 

48-Well-Zellkulturplatten 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

Amicon® Ultra-4 10K Filtertubes 
Merck Millipore Ltd., Tullagreen, 

Carrigtwohill, Irland 

Deckgläschen (24x50 mm) 
VWR International Germany GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 

Einweg Einbettformen, 7mm x 7 mm x 5 

mm 
PLANO GmbH, Wetzlar, Deutschland 

Einwegpasteurpipetten (3 ml) 
VWR International Germany GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 

Falcontube (15 ml) 
Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, 

Deutschland 
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Falcontube (50 ml) 
Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

Filterspitzen (10 µl) 
Biozym Scientific GmbH, Hessisch 

Oldendorf, Deutschland 

Filterspitzen (100 µl) 
Biozym Scientific GmbH, Hessisch 

Oldendorf, Deutschland 

Filterspitzen (1000 µl) 
Biozym Scientific GmbH, Hessisch 

Oldendorf, Deutschland 

Handschuhe Nitril blau Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland 

Küvetten 
Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

MicroAmp™ Optical 384-well Reaction 

Plate 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 

MicroAmp™ Optical 8-Tube Strip with 

Attached Optical Caps, (0,2 ml) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 

MicroAmp™ Optical Adhesive Film 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 

NEG 50TM Gefrierschnittmedium 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 

Pipettenspitzen (10 µl) 
VWR International Germany GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 

Pipettenspitzen (100 µl) 
VWR International Germany GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 

Pipettenspitzen (1000 µl) 
VWR International Germany GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 

PVDF Membran 
(Millipore) Merck Chemicals GmbH, 

Schwalbach, Deutschland 

QIAshredder QIAGEN N.V., Hilden, Deutschland 

Reaktionsgefäß (0,5 ml) 
Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

Reaktionsgefäß (1 ml) 
Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

Reaktionsgefäß (1,5 ml) 
Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

Reaktionsgefäß (2 ml) 
Sarstedt AG & Co., Nümbrecht, 

Deutschland 

Roti®-Liquid Barrier Marker 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Rührfisch 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Serologische Pipette (10 ml) Greiner 

CELLSTAR® 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Skalpell No. 11 FEATHER® Safety Razor Co, Japan 

Superfrost® Plus-Objektträger 
VWR International Germany GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 

ThinCerts™ - TC Einsätze, transparent 

(Porengröße: 4 µm) 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

Wägeschalen 
VWR International Germany GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 
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Whatman Papier (3 mm) 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Zellschaber Orange Scientific, Braine-l’Alleud, Belgien 

 

 Laborgeräte 

Tabelle 4: Dargestellt sind in der Arbeit verwendete Laborgeräte, sowie deren Herkunft. 

Instrument Herkunft 

Abzug Wesemann GmbH, Syk, Deutschland 

AF100 Eismaschine 
Scotsman Industries Inc, Vernon Hills, IL, 

USA 

Autoklav V-150 Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland 

CO2 Inkubator BINDER GmbH, Tuttlingen, Deutschland 

Epithelial Volt/Ohm Meter (EVOMX) 
World Precision Instruments, Sarasota, FL, 

USA 

Eppendorf Research® plus 8 channel pipette Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Färbekammer, ABS Deckel 
VWR International Germany GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 

Feinwaage Explorer OHAUS Europe GmbH, Nänikon, Schweiz 

FV3000 Fluoview, konfokales 

Laserscanmikroskop 

Olympus Life Sciences, Hamburg, 

Deutschland 

Integra Biosciences™ Vacusafe™ Comfort 

Aspiration system 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 

Kältemikrotom Leica CM1850 Leica, Solmis, Deutschland 

Millipore Milli-Q-Synthesis 

Reinstwasseranlage 

Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Mini-PROTEAN® Short Plates  
Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

Mini-PROTEAN® Spacer Plates (1.5 mm) 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

Mini-PROTEAN® Tetra Cell 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

NanoDrop® ND1000 Spectrophotometer 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 

Odyssey® FC Imager LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA 

Photometer Ultrospec 2100 pro 
Amersham Biosciences, Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA 

Pipettierhilfe Accu-jet® 
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, 

Deutschland 

QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 

RM5 Rollschüttler  

(Assistent®) Glaswarenfabrik Karl Hecht 

GmbH & Co KG, Sondheim/Rhön, 

Deutschland   

SW 40 Ti Swinging-Bucket Rotor Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland 

TECAN SPARK® Multimode Microplate 

Reader 
Tecan Trading AG, Männedorf, Schweiz 

Thermocyler peqSTAR 
VWR International Germany GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 
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ThermoMixer® compact Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Titramax 101 
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 

Schwabach, Deutschland 

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer System 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System  
Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland  

Transferpette™ Einzelkanalpipetten (10 µl/ 

100 µl/ 1000 µl) 

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, 

Deutschland 

Ultraschallwasserbad SONOREX SUPER 

10P 

BANDELIN electronic GmbH & Co KG, 

Berlin, Deutschland 

UVP Gel-Studio PLUS Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland 

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, NY, USA 

Waage 
SCALTEC Instruments GmbH, 

Heiligenstadt, Deutschland 

Wasserbad W12 
Labortechnik Medingen, Arnsdorf, 

Deutschland 

Wasserdestilliergerät GFL GmbH, Burgwedel, Deutschland 

Zentrifuge Biofuge fresco (Tischzentrifuge) 
Heraeus Holding GmbH, Hanau, 

Deutschland 

Zentrifuge Biofuge pico (Tischzentrifuge) 
Heraeus Holding GmbH, Hanau, 

Deutschland 

Zentrifuge Megafuge 1.0R (Kühlzentrifuge) 
Heraeus Holding GmbH, Hanau, 

Deutschland 

 

 Software 

Tabelle 5: Dargestellt ist in der Arbeit verwendete Software, sowie deren Herkunft. 

Software Herkunft 

CorelDRAW Graphicsuite 2019 Corel Corporation, Ottawa, Ontario, Kanada 

FV31S-SW 
Olympus Life Sciences, Hamburg, 

Deutschland 

Image Studio 
LI-COR Biosciences GmbH, Lincoln, NE, 

USA 

ImageJ 
National Institutes of Health, Bethesda, MD, 

USA 

Microsoft Office 
Microsoft Cooperation, Redmond, WA, 

USA 

QuantStudio™ Design & Analysis Software 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 

RStudio v3.6.0 
R Foundation for Statistical Computing, 

Wien, Österreich 

VisionWorks® Analytik Jena US, Upland, CA, USA 
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 hiPSC-RPE Zelllinien 

Tabelle 6: Dargestellt sind in der Arbeit verwendete aus hiPSC differenzierte RPE Zelllinien. 

PBMCs/Fibroblasten stammen von einem einzelnen Individuum pro Zelllinie.  

Für eine übersichtliche Darstellung wurden die Zelllinien mit den folgenden IDs versehen, wobei HR für „hohes Risiko (high 

risk)“ und LR für „geringes Risiko (low risk)“ steht. Unter dem Begriff HR-Zelllinien werden HR 1-4, unter LR-Zelllinien 

werden LR 1-4 zusammengefasst. 

ID Zelllinie Ursprung AMD-Status Risikoscore 

HR 1 AMD 2 Fibroblasten NV-AMD 5 (hohes Risiko) 

HR 2 AMD 5 PBMCs NV-AMD 5 (hohes Risiko) 

HR 3 AMD 6 PBMCs NV-AMD 5 (hohes Risiko) 

HR 4 AMD 8 Fibroblasten NV-AMD 5 (hohes Risiko) 

LR 1 AMD 7K PBMCs Kontrolle 1 (niedriges 

Risiko) 

LR 2 AMD 10K Fibroblasten Kontrolle 1 (niedriges 

Risiko) 

LR 3 AMD 11K PBMCs Kontrolle 1 (niedriges 

Risiko) 

LR 4 AMD 12K PBMCs Kontrolle 1 (niedriges 

Risiko) 
PBMCs = peripheral blood mononuclear cells; NV-AMD = neovascular AMD 

 

Abbildung 2: Genotypisierung der verwendeten 

hiPSC-RPE Zelllinien. Dargestellt sind die 

Genotypen der Zelllinien für die in der ICC 

untersuchten Proteine (grün=homozygot nicht-

Risikoallel, gelb=heterozygot Risikoallel, rot= 

homozygot Risikoallel) 

 

 Zellkulturmedien und Supplements 

Tabelle 7: Dargestellt sind in der Arbeit verwendete Zellkulturmedien und Supplements, sowie deren Herkunft. 

Komponente Herkunft 

Corning® Matrigel® Growth Factor 

Reduced (GFR) Basement Membrane 

Matrix 

Corning Inc., Corning, NY, USA 

Gentamycin (50 mg/ml) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Gibco™ Dulbecco´s phosphate buffered 

saline (DPBS), ohne Calcium, ohne 

Magnesium 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 

Gibco™ KnockOut™ Dulbecco´s Modified 

Eagle Medium (DMEM) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 

Gibco™ KnockOut™ Serum Replacement 

(KOSR) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 

Gibco™ L-Glutamine 200 mM (100x) 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 

Gibco™ MEM Non-Essential Amino Acids 

Solution (100x) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 

Gibco™ Opti-MEM® I Reduced Serum 

Medium 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 
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Gibco™ Penicillin-Streptomycin (10000 

U/ml) (P/S) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 

Nicotinamid, C6H6N2O Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

 

 Antikörper 

2.8.1 Primäre Antikörper 

Tabelle 8: Dargestellt sind in der Arbeit verwendete primäre Antikörper, sowie deren Typ, Spezies, Verdünnung, 

Verwendung und Herkunft. 

Antikörper Typ Spezies Verdünnung Verwendung Herkunft 

anti-ApoE pAK Kaninchen 1:500 ICC 

Cell Signaling 

Technology, 

Cambridge, 

Vereinigtes 

Königreich 

anti-ATP1A1 pAK Kaninchen 1:100 ICC 

Protein Tech Group 

Inc., Rosemont, IL, 

USA 

anti-ATP1B1 pAK Kaninchen 1:100 ICC 

Protein Tech Group 

Inc., Rosemont, IL, 

USA 

anti-

Bestrophin 
pAK Kaninchen 1:250 ICC 

immunoGlobe 

GmbH, Himmelstadt, 

Deutschland 

anti-C9 mAK Maus 1:100 ICC 

Abcam, Cambridge, 

Vereinigtes 

Königreich 

anti-Col-IV pAK Kaninchen 1:100 ICC 

Rockland 

Immunochemicals 

Inc., Limerick, PA, 

USA 

anti-Col-V pAK Kaninchen 1:100 ICC 

Abcam, Cambridge, 

Vereinigtes 

Königreich 

anti-

CRYAA/B 
pAK Kaninchen 1:100 ICC 

Enzo Life Sciences 

AG, Lausen, Schweiz 

anti-Elastin pAK Kaninchen 1:100 ICC 
Calbiochem, San 

Diego, CA, USA 

anti-

Fibronectin 
mAK Maus 1:100 ICC 

Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA 

anti-Laminin pAK Kaninchen 1:100 ICC 

Biozol Diagnostica 

Vertrieb GmbH, 

Eching, Deutschland 

anti-MMP2 mAK Maus 1:200 WB 

Santa Cruz 

Biotechnology Inc., 

Dallas, TX, USA 

anti-MMP9 mAK Maus 1:125 WB 
Calbiochem, San 

Diego, CA, USA 
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anti-Rho1D4 mAK Maus 1:1.000 ICC 

Prof. Dr. Robert 

Molday, Department 

of Ophthalmology 

and Visual Sciences, 

University of British 

Columbia, Canada 

anti-TIMP3 mAK Maus 1:100 ICC 

EMD Millipore 

Corporation, 

Temecula, CA, USA 

anti-VTN mAK Maus 1:250 ICC 

R&D Systems Inc., 

Minneapolis, MN, 

USA 

anti-ZO-1 pAK Kaninchen 1:200 ICC 

Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, 

MA, USA 

anti-β-

Amyloid 
pAK Kaninchen 1:100 ICC 

Chemicon, 

Temecula, CA, USA 

anti-β-

Catenin 
mAK Maus 1:1.000 ICC 

Becton Dickinson 

GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 
ICC = Immunozytochemie; mAK = monoklonaler Antikörper; pAK = polyklonaler Antikörper; WB = Western Blot 

 

2.8.2 Sekundäre Antikörper 

Tabelle 9: Dargestellt sind in der Arbeit verwendete sekundäre Antikörper, sowie deren Verdünnung, 

Verwendungszweck und Herkunft. 

Antikörper Spezies Verdünnung Verwendung Herkunft 

Anti-Kaninchen 

IgG, Alexa 

Fluor® 488 

Ziege 1:800 ICC 
Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Anti-Kaninchen 

IgG, Alexa 

Fluor® 594 

Ziege 1:800 ICC 
Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Anti-Kaninchen 

IgG, Peroxidase-

Konjugat 

Ziege 1:10.000 WB 

(Calbiochem) Merck 

Chemicals GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 

Anti-Maus IgG, 

Alexa Fluor® 

488 

Ziege 1:800 ICC 
Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Anti-Maus IgG, 

Alexa Fluor® 

594 

Ziege 1:800 ICC 
Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

Anti-Maus IgG, 

Peroxidase-

Konjugat 

Ziege 1:10.000 WB 

(Calbiochem) Merck 

Chemicals GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 
ICC = Immunozytochemie; WB = Western Blot 

 



Material 

29 

 

 Molekülmassenstandards 

Tabelle 10: Dargestellt sind in der Arbeit verwendete Molekülmassenstandards, sowie deren Verwendungszweck und 

Herkunft. 

Standard Verwendung Herkunft 

PageRuler™ Prestained Protein 

Ladder 
SDS-Page 

Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 

   

 Oligonukleotide 

Tabelle 11: Dargestellt sind für die qRT-PCR Versuche verwendeten Primer, sowie deren 5'-3'-Sequenz. 

Primername 5'-3'-Sequenz 

C3   Forward:  CAGCCAAAGATAAGAACCGC 

  Reverse:  CTCTGTTCATTGAGCCAACG 

CFH   Forward:  ATCTATAGACGTTGCCTGCC 

  Reverse:  ACATGTTTTGACACGGATGC 

COX-4   Forward:  GCTTTGCTGAGATGAACAGG 

  Reverse:  CACCCACTCTTTGTCAAAGC 

HMOX-1   Forward:  ATAGAAGAGGCCAAGACTGC 

  Reverse:  ATCTTGCACTTTGTTGCTGG 

HPRT   Forward: CTTTGCTTTCCTTGGTCAGG 

  Reverse:  TCAAATCCAACAAAGTCTGGC 

NQO-1   Forward:  AAGGTTGCCTGAAAAATGGG 

  Reverse:  TTGTGGATACTGTCGAGAGC 

 

 Kit-Systeme 

Tabelle 12: Dargestellt sind in der Arbeit verwendete Kit-Systeme und deren Herkunft. 

Kit-System Herkunft 

Human MMP-2 ELISA Kit Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

PureLink® RNA Mini Kit 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 

RevertAid H Minus First Strand cDNA 

Synthesis Kit 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA 
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3 Methoden 

 Kultivierung der hiPSC-RPE Zelllinien 

Am Institut für Humangenetik Regensburg wurden nach dem Protokoll von Brandl und 

Kollegen hiPSC gewonnen, die anschließend zu RPE-Zellen ausdifferenziert wurden (Brandl 

et al., 2014). Die hiPSC wiederum stammen von humanen Fibroblasten der Haut bzw. 

mononukleären Zellen des peripheren Bluts von Individuen mit extrem hohem (Risikoscore 5) 

oder extrem geringem (Risikoscore 1) genetischem Risiko für AMD (nach Grassmann et al., 

2012). Die hiPSC-RPE wurden in flüssigem Stickstoff kryokonserviert, nach dem Auftauen 

wurden sie auf mit Corning® Matrigel® Growth Factor Reduced (25 µg/ml) beschichtete 6-

Well-Zellkulturplatten übertragen. Nach 14 Tagen wurden die Zellen im Verhältnis 1:6 

passagiert und weitere 14 Tage kultiviert. Dann wurden die Zellen im Verhältnis 1:12 auf 

Corning® Matrigel® Growth Factor Reduced beschichtete ThinCerts™ Einsätze in 12-Well 

Platten transferiert. Um die Zellen abzulösen, wurden sie 15 min bei 37 °C mit TrypLE™ 

Express inkubiert, von den Platten gewaschen und 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert und dann 

im gewünschten Volumen des Zellkulturmediums resuspendiert. 

Tabelle 13: Zusammensetzung des hiPSC-RPE Zellkulturmediums 

KnockOutTM DMEM diente als Basis und wurde durch die folgenden Komponenten ergänzt: 

Komponente Konzentration 

Gibco™ KnockOut™ Serum Replacement 

(KOSR) 

5 % (v/v) 

Gibco™ L-Glutamine 200 mM (100x) 2 mM 

Gibco™ MEM Non-Essential Amino Acids 

Solution (100x) 

0,1 mM 

Nikotinamid 10 mM 

Gentamycin (50 mg/ml) 5 µg/ml 

β-Mercaptoethanol 0,1 mM 

 

Die hiPSC-RPE-Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in einer Reinraumwerkbank 

gehandhabt. Die Kultivierung der hiPSC-RPE-Zellen erfolgte, sofern nicht anders angegeben, 

in KnockOut™ DMEM Medium, ergänzt durch die in Tabelle 13 aufgeführten Komponenten. 

Alle Medien wurden bei 4 °C aufbewahrt und vor Verwendung auf Raumtemperatur 

aufgewärmt. Die Viabilität der Zellen und die Morphologie und Konfluenz des Zellrasens 

wurden regelmäßig während der Kultivierung und vor der Durchführung jeglicher Experimente 

lichtmikroskopisch kontrolliert, die Kultivierung fand bei 37 °C und 5 % CO2 statt. Das 

Medium wurde 3-mal pro Woche (nach höchstens 72h) gewechselt, dabei wurde 0,75 ml 
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Zellkulturmedium in das apikale Kompartiment der Einsätze und 1 ml Zellkulturmedium unter 

die Einsätze gegeben, wenn nicht anders angegeben. 

 Messung des transepithelialen Widerstands 

Der transepitheliale Widerstand (TEER) ist ein Maß für die Bildung von Tight Junctions im 

Monolayer der hiPSC-RPE und dient somit als Qualitätskontrolle für die Barrierefunktion des 

RPE (Brandl et al., 2014; Chen et al., 2015). Vor Messung wurde das Kultivierungsmedium der 

Zellen frisch gewechselt, um einheitliche Bedingungen für die Messungen zu erhalten. 

Gemessen wurde mit dem Epithelial Volt/Ohm Meter (EVOMX) nach Betriebsanweisung des 

Herstellers. Vor Messung wurden die Elektroden für 15 min in 70% Ethanol sterilisiert und 

anschließend in einer 150 mM NaCl Lösung equilibriert. Die längere Elektrode wurde zur 

Messung in das basale Kompartiment gehalten, die kurze in das apikale Kompartiment im 

Transwellinsert, dabei berührten die Elektroden weder die Wände des Wells/Transwellinserts 

noch die Zellen. Die Elektroden wurden nun ruhig gehalten, bis sich ein Wert für den 

Widerstand stabilisiert hatte und so für alle Wells einer Platte verfahren. Als Leerwiderstand 

wurde der Widerstand eines mit Matrigel-GFR beschichteten Transwellinserts ohne Zellen und 

mit dem gleichen Medium verwendet. Für die Auswertung wurde der Leerwiderstand von den 

gemessenen Werten abgezogen, um die zellspezifischen Widerstände zu erhalten und diese mit 

der Fläche der Transwellinserts multipliziert, um Werte der Dimension Ohm*cm2 zu erhalten 

(Brandl et al., 2014; Srinivasan et al., 2015). 

 Induktion von metabolischem und oxidativem Stress durch POS-Fütterung 

3.3.1 POS-Isolierung 

POS wurden aus Schweineretinae isoliert, gearbeitet wurde dabei stets auf Eis. Es wurden 72 

frische, in kaltem Wasser gekühlte Schweineaugen mit einer Schere auf Höhe der Ora serrata 

halbiert und die Retinae vorsichtig aus dem Augenbecher gelöst und bis zur weiteren 

Verwendung bei -80 °C gelagert. Die aufgetauten Retinae wurden in 30 ml Taurin-Puffer (siehe 

Tabelle 14) homogenisiert, zuerst indem sie durch poröses Material (Gazebinde) gefiltert 

wurden und anschließend durch Auf- und Abpipettieren mit 5 ml Pipetten.  

Tabelle 14: Taurin-Puffer Zusammensetzung für POS-Isolierung. 

Zur Herstellung des 100 mM Taurin wurden 1,25 g Taurin in 100 ml H2O dest. gelöst. 

Komponente Volumen 

5 M NaCl 5,2 ml 

1 M MgCl2 400 µl 

1 M Tris-Puffer (pH = 7,5) 4 ml 

100 mM Taurin 10 ml 

H2O dest. auffüllen auf 200 ml 
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Tabelle 15: Zusammensetzung der Gradienten-Lösungen für die POS-Isolation 

Für die 6 Gradienten wurden jeweils 36 ml der Gradienten-Lösungen vorbereitet. 

% Volumen Taurin-Puffer Volumen 60 % Sucrose Lösung 

20 24 ml 12 ml 

27 19,8 ml 16,2 ml 

33 16,2 ml 19.8 ml 

41 11,4 ml 24,6 ml 

50 6 ml 30 ml 

60 - 36 ml 

 

Als nächstes wurden 6 Dichtegradienten vorbereitet, verwendet wurden dafür die in Tabelle 15 

beschriebenen 20- bis 60-prozentigen Sucrose-Lösungen. Die Gradienten wurden in 

Ultrazentrifugentubes vorbereitet mit absteigender Sucrose-Konzentration von unten nach 

oben, indem sukzessive je 5 ml der vorbereiteten Lösungen (beginnend mit 20%) mit der 

nächsthöheren Konzentration unterschichtet wurden. Schließlich wurden die Gradienten mit je 

5 ml der homogenisierten Retinae überschichtet und bei 26.000 rpm in einem SW 40 Ti 

Swinging-Bucket Rotor für 2 h gekühlt auf 4 °C zentrifugiert. Anschließend wurde die 

ringförmig angereicherte, pinke POS-Fraktion abgenommen und in ein 50 ml Falcon überführt. 

Dieses 50 ml Falcon wurde bei 7500 rpm für 20 min bei 4 °C zentrifugiert und der Überstand 

abgenommen. Das Pellet mit den POS wurde für zwei weitere Waschschritte in 10 ml Opti-

MEM® resuspendiert, erneut zentrifugiert und der Überstand abgenommen. Die aufgereinigten 

POS wurden schließlich in Opti-MEM® mit 1% Pen/Strep resuspendiert, in 2 ml Tubes 

aliquotiert und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert. 

3.3.2 POS-Konzentrationsbestimmung via Bradford-Assays 

Die Konzentration der aufgereinigten POS wurde via Bradford-Assay bestimmt. Als 

Proteinstandard diente dabei BSA. Eine 1.000 µg/ml BSA in H2O-Lösung wurde dabei in Opti-

MEM so verdünnt, dass BSA-Konzentrationen von 1.000 µg/ml, 900 µg/ml, 800 µg/ml, […], 

100 µg/ml, 50 µg/ml, 20 µg/ml, 12,5 µg/ml, 10 µg/ml und 0 µg/ml resultierten. 10 µl der jeweils 

zu vermessenden Probe wurden zu 990 µl 1:5 verdünntem Roti®-Quant gegeben und gevortext. 

Nach 20 min Inkubation bei RT wurde photometrisch die Absorbanz bei 595 nm gemessen, als 

Leerprobe diente dabei die 0 µg/ml BSA-Probe, und die POS Konzentration anhand der 

erhaltenen Eichkurve bestimmt. 
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3.3.3 POS-Fütterung 

Für die Fütterung wurden POS in einer Konzentration von 4 µg/cm2 verwendet, das entspricht 

umgerechnet 20 POS pro hiPSC-RPE-Zelle, vergleichbar mit den Bedingungen anderer 

Arbeiten (Brandl et al., 2014; Singh et al., 2015; Dalvi et al., 2019; Nachtigal et al., 2020). 

Die Menge an benötigten POS wurde aufgetaut, in einem 2 ml Tube mit Opti-MEM® auf 1 ml 

aufgefüllt und für 5 min bei einer Intensität von 10% in das Ultraschallbad gegeben. Die POS-

Lösung wurde durch einen 40 µm Cell Strainer filtriert und dieser mit Opti-MEM® 

nachgespült, sodass keine POS im Cell Strainer verbleiben, bis das benötigte Endvolumen (0,5 

ml pro gefüttertem Well) erreicht war. Die entsprechenden hiPSC-RPE wurden ab einer finalen 

Reifung auf Transwellinserts von 6 Wochen bis zur experimentellen Analyse (90 Tage) mit 

POS gefüttert, dafür wurde 2-mal pro Woche das Kultivierungsmedium entfernt und 0,5 ml der 

vorbereiteten POS-Lösung in das apikale Kompartiment gegeben. Nach einer Inkubationszeit 

von 4 h im Inkubator (37 °C, 5% CO2) wurde die POS-Lösung vollständig abgesaugt und durch 

frisches Standard-Kultivierungsmedium ersetzt (siehe 3.1 Kultivierung der hiPSC-RPE 

Zelllinien). 

 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese 

Die Proteine in den zu untersuchenden Proben wurden mittels Elektrophorese in SDS-

Polyacrylamid Gelen (mit inkorporierter Gelatine bei der Gelatine-Zymographie) ihrer Masse 

nach aufgetrennt. Die Gele setzten sich aus dem Sammelgel mit 3% Acrylamidgehalt und dem 

Trenngel mit unterschiedlicher Acrylamidkonzentration zusammen. Dazu wurden die 

Acrylamid-Lösungen wie in Tabelle 16 dargestellt vorbereitet, direkt nach der Zugabe von 

TEMED und APS wurde die Trenngel-Lösung gut durchmischt, in die vorbereiteten Gel-

Apparaturen gegossen und dann mit Isopropanol überschichtet, um die Bildung von Luftblasen 

zu verhindern. Dabei wurden für die Western Blot Gele 1,5 mm Spacer Platten verwendet, für 

die Zymographie Gele hingegen 0,75 mm Spacer Platten und in die Gele wurde außerdem 

Gelatine inkorporiert. Nach 45 min war das Trenngel vollständig auspolymerisiert, die 

Sammelgel-Lösung wurde vorbereitet und die Gele bis oben aufgefüllt. Sofort wurden die 

Kämme (10 Taschen pro Gel) hineingesteckt und das Sammelgel für weitere 45 min 

auspolymerisiert. 

Die auspolymerisierten Gele wurden mit den zu untersuchenden Proben beladen (20 µl pro 

Tasche bei 0,75 mm-Gelen und 40 µl pro Tasche bei 1,5 mm-Gelen) und zur Orientierung 

wurde eine Tasche mit 3 μl des PageRuler™ Prestained Protein Ladder (10-170 kDa, Thermo 

Fisher Scientific) Massenstandards befüllt. Die beladenen Gele wurden in 
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Elektrophoresekammern eingespannt, diese mit 1x SDS-Laufpuffer aufgefüllt und die Proben 

unter Gleichspannung aufgetrennt. Die Gleichspannung betrug 50 V bis die Proben vom 

Sammelgel in das Trenngel eingelaufen waren, danach wurde die Spannung bis zum Ende der 

Elektrophorese auf 150 V erhöht. 

Tabelle 16: Dargestellt sind die Bestandteile der SDS-Polyacrylamid Gele mit Trenngel (7,5% bzw. 12,5%) und 

Sammelgel (3%). 

Bestandteil Sammelgel (3%) Trenngel Gelatine-

Zymographie 

(7,5%, 0,75 mm) 

Trenngel Western 

Blot (12,5%, 1,5 

mm) 

1M Tris/HCl (pH 

6,8) 

5,5 ml -- -- 

1M Tris/HCl (pH 

8,8) 

-- 2,5 ml 3,8 ml 

H2O dest. 3,4 ml 3,1 ml 3,0 ml 

Gelatine (4 mg/ml) -- 2,5 ml -- 

Acrylamid Lsg. 

(40%) 

1,1 ml 1,9 ml 3,1 ml 

SDS (20%) 100 µl 50 µl 100 µl 

APS (10%) 100 µl 100 µl 100 µl 

TEMED 20 µl 12,5 µl 10 µl 

 

 Gelatine-Zymographie MMPs 

Zunächst wurde das Kultivierungsmedium abgesaugt und die obere und untere Kammer 2-mal 

mit DPBS gewaschen. Dann wurde in beide Kammern genau 1 ml KOSR-freies Medium (siehe 

3.1 Kultivierung der hiPSC-RPE Zelllinien, ohne KOSR) gegeben und die Zellen für weitere 

48 Stunden inkubiert, um die Sekretion der MMPs durch die hiPSC-RPE zu erlauben. 

Ab hier wurde, soweit möglich, auf Eis gearbeitet. Von dem Überstand wurden jeweils apikal 

und basal 850 µl entnommen, in Amicon® Ultra-4 10K Filtertubes gegeben und 30 min bei 

3.000 g und 4 °C zentrifugiert, bis der eingebaute Deadstop von 50 µl Endvolumen erreicht 

wurde. Von diesen aufkonzentrierten 50 µl wurden 16 µl mit 4 µl nicht reduzierendem Lämli-

Puffer 5x versetzt, die Gelatine-Zymographie Gele damit beladen und elektrophoretisch 

aufgetrennt. 

Die gelaufenen Gele wurden in eine kleine Box transferiert und zweimal für 30 min unter 

Bewegung im Zymographie-Waschpuffer gewaschen, um das SDS aus den Gelen 

herauszuwaschen. Danach wurden die Gele für 10 min bei 37 °C unter Bewegung im 

Zymographie-Inkubationspuffer inkubiert, dieser nochmal gewechselt und die Gele für weitere 

20 h bei 37 °C inkubiert. Der Inkubationspuffer enthält die nötigen Kofaktoren für die 

Gelatinasen und erlaubt so die proteolytische Degradierung der Gelatine. Daraufhin wurden die 
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Gele für eine Stunde unter Bewegung in der Zymographie-Färbelösung angefärbt, diese enthält 

Coomassie-Brilliant Blue R, welches unspezifisch die im Gel enthaltenen Proteine, 

insbesondere die Gelatine, anfärbt. Nachdem die Färbelösung entfernt wurde, wurden die Gele 

mit destilliertem Wasser gut abgespült und anschließend mit der Zymographie-Entfärbelösung 

so lange entfärbt (ca. 45 min, 3-maliger Wechsel der Entfärbelösung), bis die Bereiche, in denen 

die Gelatine degradiert wurde als helle Banden vor einem dunkelblauen Hintergrund sichtbar 

wurden. Die Gele wurden nun in destilliertes Wasser gegeben, um den Entfärbeprozess zu 

stoppen.  

Die Gele wurden mit dem UVP Gel-Studio PLUS eingescannt, die weitere Analyse erfolgte mit 

der VisionWorks® Software. Quantifiziert wurde die mittlere Intensität der Banden, als 

Hintergrundkorrektur wurde die Fläche zwischen der 100 kDa und 130 kDa auf der gesamten 

Breite des Gels verwendet. Statistisch wurden die Daten mit RStudio mithilfe eines Mann-

Whitney U-Test analysiert, wobei als zu testende Variablen das genetische AMD-Risiko, POS-

Fütterung und die Richtung der Sekretion betrachtet wurden. 

 Western-Blot Analyse MMPs 

Die Proben wurden, wie in 3.5 beschrieben, gewonnen und 32 µl der jeweiligen Probe mit 8 µl 

reduzierendem Lämli-Puffer 5x versetzt. Die Proben wurden dann für 5 min bei 95 °C 

aufgekocht und die Gele damit beladen. Nach der Elektrophorese wurden die aufgetrennten 

Proteine vom Gel auf eine PVDF Membran transferiert. Hierzu wurde die PVDF Membran 

zuerst 30 Sekunden in Methanol und 1x Towbin eingelegt. Daraufhin wurden Membran und 

Gel zwischen zwei mit Towbin getränkten Whatman Papierstücken (3 mm) in einer Kassette 

des Trans-Blot® Turbo™ Transfer System platziert. Zum Elektrotransfer wurde eine Spannung 

von 24 mV über einen Zeitraum von 40 min verwendet. Anschließend wurden die PVDF 

Membranen für 1 h unter Bewegung in Western Blot Blocklösung inkubiert Daraufhin wurden 

die Membranen in Falcontubes (50 ml) platziert und die primäre Antikörper-Lösung für 

Western Blot mit dem jeweiligen primärem Antikörper zugegeben. Nach der Inkubation über 

Nacht bei 4 °C in Bewegung auf dem RM5 Rollschüttler in der primären Antikörperlösung 

wurde die Membran 3-mal für 5 min mit TBS-T gewaschen, danach erfolgte die Zugabe der 

sekundären Antikörper-Lösung für Western Blot und eine einstündige Inkubation. Darauf 

folgten 3 weitere Waschschritte mit TBS-T. Die PVDF Membranen wurden zur Entwicklung 

mit Clarity™ Western Blotting Substrate bzw. Clarity Max™ Western Blotting Substrate 

gründlich befeuchtet und die Signaldetektion erfolgte abschließend mithilfe des Odyssey® Fc 

Imagers. Die Signalintensität wurde mit der Software Image Studio Software vermessen. 
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 ELISA-Analyse MMP2 

Die Proben wurden wie in 3.5 Gelatine-Zymographie MMPs beschrieben gewonnen und 

mithilfe des Human MMP-2-ELISA Kit von Sigma untersucht. Dabei wurde die Analyse 

entsprechend den Herstellerangaben zur Nutzung des Kits durchgeführt. Modifiziert wurde das 

Protokoll dadurch, dass aufgrund der begrenzten Probenmenge 80 µl statt 100 µl der Probe 

eingesetzt wurden und die Proben aufgrund der geringen erwarteten MMP2-Konzentration 

nicht verdünnt wurden. Die Absorbanz wurde mithilfe des TECAN SPARK® Multimode 

Microplate Reader gemessen und in Excel ausgewertet. 

 Immunhistochemische Analyse der Zellen und der EZM 

3.8.1 Dezellularisierung 

Zunächst wurden lichtmikroskopisch die Intaktheit und Morphologie der kultivierten hiPSC-

RPE kontrolliert. Für die Charakterisierung der hiPSC-RPE und die qualitative Analyse der 

EZM durch Generierung von vertikalen Schnitten wurden die Zellen auf den Filtern belassen. 

Für die quantitative Analyse der sezernierten EZM wurden die Zellen vom Filter gelöst, hierfür 

wurden zwei verschiedene Methoden verwendet. 

Für beide Methoden wurde das Kultivierungsmedium entfernt und die Zellen mit DPBS 

gewaschen und anschließend von der EZM abgelöst. Für die Dezellularisierung mit 

Zelllysepuffer wurden die Zellen für 5 min bei 37 °C in Zelllysepuffer (0,5 ml apikal, 1,5 ml 

basal) inkubiert, für die Dezellularisierung mit Trypsin wurden die Zellen für 20 min bei 37 °C 

in 1x Trypsin (0,5 ml apikal, 1,5 ml basal) inkubiert. Auf dem Filter verbliebene Zellen wurden 

durch mehrfaches, vorsichtiges Resuspendieren des Zelllysepuffers bzw. der 1x Trypsin 

Lösung vollständig von der EZM gelöst. Der Überstand wurde nun abgesaugt, die Filter mit 

DPBS überschichtet und lichtmikroskopisch die vollständige Entfernung der Zellen 

kontrolliert. 

3.8.2 ICC – Flatmount der Filter 

Nachdem die Filter, abhängig vom Verwendungszweck, dezellularisiert wurden (für die 

quantitative Analyse der EZM, nicht für Charakterisierung der RPE-Zellen und die qualitative 

Analyse der EZM), wurden die Filter 5-mal mit DPBS gewaschen und anschließend für 10 min 

in 2% PFA-Lösung fixiert. Nach Abnehmen der PFA-Lösung wurde wiederum drei Mal mit 

DPBS gewaschen. Danach wurden die Filter mit einer Pinzette von den Transwell-Inserts 

abgelöst und mit einem Skalpell No. 11 von FEATHER® Safety Razor in 4-6 Teile geschnitten, 

um mehrere, verschiedene Färbungen an einem Filter zu ermöglichen. Ein einzelnes Filterstück 

wurde nun jeweils in ein Well einer 48-Well Zellkulturplatte gegeben. 
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Es folgte das Blocken der Filter mit je 300 µl der ICC-Blocklösung pro Well für 30 min bei 

Raumtemperatur. Danach erfolgte die Zugabe von 150 µl ICC-Antikörperlösung mit dem 

jeweiligen primären Antikörper (siehe Tabelle 8) und anschließender Inkubation bei 4 °C für 

20 h. Am nächsten Tag wurde nach erneutem, dreimaligem Waschen mit DPBS 150 µl die ICC-

Antikörperlösung mit dem jeweiligen sekundären Antikörper und DAPI zugegeben, 60 min bei 

Raumtemperatur inkubiert und erneut dreimalig mit DPBS gewaschen. Die gewaschenen 

Filterstücke wurden nun eingebettet, dazu wurde ein Tropfen Dako Eindeckmedium auf einen 

Objektträger gegeben, der Filter daraufgelegt, ein weiterer Tropfen Eindeckmedium auf den 

Filter gegeben und das Deckgläschen vorsichtig daraufgelegt. Die eingebetteten Filter wurden 

für mindestens 24 h bei 4 °C gelagert, um das Eindeckmedium erhärten zu lassen. Alle Schritte 

ab Zugabe des sekundären Antikörpers wurden aufgrund dessen Lichtempfindlichkeit im 

Dunkeln durchgeführt und die fertig eingebetteten Filter lichtgeschützt gelagert. 

Für die quantitativen Färbungen wurden Antikörper gegen FN, Elastin, Laminin, VTN, 

Kollagen V, TIMP3, ApoE und C9 (Dezellularisierung mit Zelllysepuffer) und Antikörper 

gegen Crystallin, C9, β-Amyloid, TIMP3, VTN und Kollagen IV (Dezellularisierung mit 

Trypsin) verwendet. 

Für die Färbung mit Nilrot, einem Farbstoff der Lipide anfärbt, wurde mit den Filtern bis auf 

zwei Modifikationen gleich verfahren: Die Inkubation über Nacht erfolgte in primärer 

Antikörperlösung, jedoch ohne, dass dieser ein primärer Antikörper zugesetzt wurde. Weiter 

wurde statt der einstündigen Inkubation in sekundärer Antikörperlösung für eine halbe Stunde 

in 200 µl Nilrot-Färbelösung inkubiert. Für die quantitative Färbung wurden die Filter mit 

Trypsin dezellularisiert. Für die Nilrot-Färbelösung wurden 10 mg Nilrot in 1 ml Aceton gelöst 

und die erhaltene Lösung mit PBS 1:1000 verdünnt. Auch hier wurde ab Zugabe der Nilrot-

Lösung im Dunkeln gearbeitet. 

3.8.3 ICC – Anfertigung von Kryo-Schnitten 

Für die Anfertigung von Kryoschnitten wurde die Filter 5-mal mit DPBS gewaschen und 

anschließend für 10 min in 2% PFA-Lösung fixiert. Nach Abnehmen der PFA-Lösung wurde 

wiederum drei Mal mit DPBS gewaschen. Danach wurden die Filter mit einer Pinzette von den 

Transwell-Inserts abgelöst und für 4 h unter Bewegung in 30% Sucrose-Lösung gelegt, um die 

Filter zu dehydrieren. Die Filter wurden anschließend vorsichtig in NEG 50TM 

Gefrierschnittmedium gewaschen. Aus dem zentralen Bereich des Filters wurde mit einem 

Skalpell No. 11 von FEATHER® Safety Razor ein ca. 1 mm2 großes Stück ausgeschnitten und 

in NEG 50TM Gefrierschnittmedium eingebettet. Hierfür wurde eine Einweg Einbettform mit 
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Gefrierschnittmedium befüllt, das Filterstück senkrecht darin platziert und die Einbettform auf 

Trockeneis gestellt, um das Gefrierschnittmedium erhärten zu lassen. Nach Lagerung bei -80 

°C für mindestens einen Tag wurden die Filter mit dem Kältemikrotom Leica CM1850 

geschnitten. Hierzu wurde der Schnittblock so platziert, dass der eingebettete Filter senkrecht 

zur Schnittklinge steht und mit einer Schichtdicke von 10 µm geschnitten. Jeweils 8 Schnitte 

wurden auf einen Objektträger transferiert, auf diesem durch vorsichtiges Anwärmen fixiert 

und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.  

Zum Färben wurde mit Roti®-Liquid Barrier Marker auf dem Objektträger eine Wasserbarriere 

um die Schnitte gezogen und die Schnitte mit 100 µl DPBS angefeuchtet. Anschließend wurden 

die Schnitte für 30 min bei RT in 100 µl ICC-Blocklösung pro Objektträger inkubiert. Nach 

Abnehmen der Blocklösung wurde mit der primären ICC-Antikörperlösung mit jeweiligem 

primärem AK über Nacht bei 4 °C inkubiert, anschließend 3-mal mit DPBS gewaschen und für 

eine Stunde bei RT mit sekundärer ICC-AK-Lösung mit jeweiligem sekundärem Antikörper 

inkubiert. Schließlich wurden die Schnitte noch drei Mal gewaschen, je ein Tropfen Dako 

Eindeckmedium auf jeden Schnitt gegeben und ein Deckgläschen daraufgelegt. Auch hier 

wurden alle Schritte ab Zugabe des sekundären Antikörpers aufgrund dessen 

Lichtempfindlichkeit im Dunkeln durchgeführt und die fertig eingebetteten Filter lichtgeschützt 

gelagert. 

3.8.4 Mikroskopie und Auswertung der Bilder in ImageJ 

Die Auswertung erfolgte durch konfokale Laserscanningmikroskopie mithilfe des Olympus FV 

3000 Fluoview und der FV 31S-SW Software von Olympus Life Sciences. Für die quantitative 

Analyse wurde pro Bild eine Fläche von 1,6 mm2 mit dem 10-fach-Objektiv aufgenommen, bei 

den Bildern zur qualitativen Analyse wurden eine Fläche von 5,6 x 103 µm2 mit dem 40-fach-

Ojektiv aufgenommen. Die sonstigen Einstellungen (Laserintensität, Detektorsensitivität, etc.) 

wurden aufgrund unterschiedlicher Intensität und Morphologie der Färbungen jeweils an das 

gefärbte Protein angepasst, jedoch für die Vergleichbarkeit für eine bestimmte Färbung 

zwischen allen Zelllinien konstant beibehalten.  

Für die quantitative Analyse wurden jeweils 3 Bilder (Zelllysepuffer) bzw. 2 Bilder (Trypsin) 

pro Filter aufgenommen und deren Mittelwerte gebildet, um die Varianz der Färbungen 

innerhalb eines Filters abzubilden. Die Analyse der Bilder wurde mit ImageJ vorgenommen, 

für jedes Bild wurden jeweils drei Parameter betrachtet. Zum einen wurde die mittlere Intensität 

als Maß für die Gesamtmenge an gefärbtem Protein ausgewertet, zum anderen wurden die 

Partikel analysiert, als Maß für lokale, drusenartige Anhäufung von Proteinen bzw. Lipiden. 
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Betrachtet wurde bei der Partikelanalyse die durchschnittliche Fläche eines Partikels (in 

Bildpixel2) und die Zahl von Partikeln (pro mm2). Für die Partikelanalyse wurde dafür das Bild 

zuerst in ein 8-bit schwarz-weiß Bild konvertiert und die Intensitätsschwellenwerte für die 

Analyse der Partikel festgesetzt. Diese konnten zwischen den einzelnen Färbungen variieren, 

wurden jedoch für die Auswertung einer bestimmten Färbung konstant gehalten. Als Cut-Off 

für die Partikelgröße wurde für alle Färbungen eine Größe von 50 Quadratpixeln (entsprechend 

4,5 µm2) festgesetzt. 

3.8.5 Statistische Auswertung 

Um den Effekt des genetischen AMD-Risikos und der POS-Fütterung auf die EZM zu 

untersuchen wurde ein lineares Regressionsmodell in RStudio v3.6.0 verwendet. Als 

Kovariablen wurden die Zelllinie sowie das experimentelle Replikat definiert. Im Falle der 

Berechnung des Einflusses der POS-Fütterung wurde zusätzlich das genetische AMD-Risiko, 

definiert als HR oder LR, als Kovariable mit einbezogen. 

 RNA-Ernte und Isolation 

Die RNA Isolation erfolgte mit dem PureLink® RNA Mini Kit von Thermo Fisher Scientific. 

Wenn nicht anders angegeben, wurde entsprechend der Herstellerangaben verfahren. 

3.9.1 Zelllysat-Ernte und RNA-Isolation 

48 h vor der Ernte der RNA-Proben wurde das normale Kultivierungsmedium abgenommen, 

die Zellen mit DPBS gewaschen und anschließend mit KOSR-freiem Medium inkubiert, da der 

Überstand für andere Experimente (Analyse der MMPs) verwendet wurde. Am Tag der Ernte 

wurde das Medium abgenommen und die Zellen erneut mit DPBS gewaschen und 350 µl RNA-

Lysepuffer mit 1 % v/v β-Mercaptoethanol auf jeden Filter gegeben. Ab diesem Zeitpunkt 

wurde auf Eis gearbeitet. Die Zellen wurden dann mit einem Schaber von den Transwellfiltern 

abgeschabt und lysiert und das so gewonnene Zelllysat in Eppendorftubes bis zur weiteren 

Prozessierung bei -80 °C weggefroren. 

Zur RNA-Isolation wurde das Zelllysat zunächst in QIAshredder Säulen gegeben und für 2 min 

bei 13.000 rpm zentrifugiert, um restliche Zellbestandteile zu zerkleinern. Danach erfolgte die 

Isolierung und Aufreinigung der enthaltenen RNA mithilfe des Kits, dabei wurde das Kit 

entsprechend den Herstellerangaben verwendet, mit der Modifikation, dass der Waschschritt 

mit 700 µl WashingBuffer 1 auf zwei Waschschritte mit je 350 µl WashingBuffer 1 aufgeteilt 

wurde. Zwischen diesen beiden Waschschritten wurde 10 µl DNAse in 70 µl RDD-Puffer 

zugegeben. Abschließend wurde die aufgereinigte RNA mit 30 µl RNAse-freiem Wasser 
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eluiert, die Konzentration der erhaltenen RNA spektrophotometrisch mithilfe des NanoDrop® 

ND1000 Spektrophotometer bestimmt und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung 

weggefroren. 

 cDNA-Synthese 

Mithilfe des RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthese Kit wurde aus den isolierten 

RNA-Proben cDNA synthetisiert. Eingesetzt wurden hierfür 500 ng der aufgereinigten RNA-

Probe und 1µl Random Hexamere Primer, aufgefüllt auf 12,5 µl mit RNAse-freiem H2O. Nach 

einem Annealingschritt für 5 min bei 65 °C im Thermocycler wurde zum Reaktionsansatz 7,5 

µl des cDNA-Synthese-Reaktionsreagenz (siehe Tabelle 18) gegeben. Die Proben wurden dann 

wieder in den Thermocycler gegeben und das cDNA-Synthese-Programm (siehe Tabelle 17) 

ab Schritt 2 fortgesetzt. Die fertige cDNA wurde bis zur weiteren Benutzung bei -20 °C 

aufbewahrt. 

Tabelle 17: Thermocycler Programm für die cDNA-Synthese. 

Reaktionsschritt Temperatur Dauer 

Annealing (Schritt 1) 65 °C 5 min 

cDNA-Synthese und Hitze- 

inaktivierung (Schritt 2) 

25 °C 

42 °C 

70 °C 

10 min 

60 min 

10 min 

 

Tabelle 18: Zusammensetzung des cDNA-Synthese-Reaktionsreagenz. 

Volumenangabe pro Probe. 

Komponente  Volumen 

RNAse-freies H2O 0,5 µl 

5x Reaction Buffer 4 µl 

dNTPs (jeweils 10 mM) 2 µl 

RevertAid Rev. Transkriptase 1 µl 

 

 Expressionsanalyse in hiPSC-RPE mithilfe von quantitativer Real-Time PCR (qRT-

PCR)  

Die Genexpression auf mRNA-Ebene wurde mithilfe von quantitativer real-time PCR 

analysiert. Dazu wurde zu der zuvor synthetisierten cDNA 40 µl Millipore H2O gegeben und 

für jedes zu untersuchende Gen ein separater Reaktionsansatz mit den genspezifischen Primern 

und Sonden hergestellt (Zusammensetzung siehe Tabelle 19). Die Proben wurden in einer 384-

Well Messplatte in technischen Triplikaten pipettiert, als Housekeepergen diente dabei HPRT1. 

Das qRT-PCR Programm (Ablauf siehe Tabelle 20) wurde mit dem QuantStudio ™ 5 Real-

Time PCR System durchgeführt und die erhaltenen Durchschnittswerte mit der Delta-Delta CT 

Methode in Excel analysiert.  
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Die statistische Auswertung erfolgte in R mit einem Mann-Whitney U-Test, wobei als 

Variablen das genetische AMD-Risiko und POS-Fütterung betrachtet wurden. 

Tabelle 19: Zusammensetzung des qRT-PCR Reaktionsansatz. 

Für die untersuchten Gene wurden genspezifische Primer und Sonden verwendet. Der Reaktionsansatz mit einem 

Gesamtvolumen von 7,5 µl pro Probe wurde zu je 2,5 µl der verdünnten cDNA in eine 384-Well Messplatte gegeben. 

Komponente Volumen 

2x TaqMan Gene Expression Master Mix 5 µl 

Primer forward (50 µM) 1 µl 

Primer reverse (50 µm) 1 µl 

Sonde  0,125 µl 

Millipore H2O 0,375 µl 

 

Tabelle 20: Ablauf des zur Amplifikation verwendeten qRT-PCR Programms. 

Reaktionsschritt Temperatur Dauer Zyklen 

Schritt 1 90 °C 10 min 1 x 

Schritt 2.1 90 °C 15 s 
40 x 

Schritt 2.2 60 °C 1 min 
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4 Ergebnisse 

 Untersuchung der hiPSC-RPE Qualität und POS-Phagozytose 

Um die Validität von hiPSC-RPE-Zellen als Modell für die AMD-Forschung abzuschätzen, ist 

es essenziell zu prüfen, ob die Merkmale und Reaktionen der Zellen auf verschiedene Stimuli 

denen des nativen RPE entsprechen. Daher wurde regelmäßig die Zellmorphologie 

lichtmikroskopisch analysiert, an Tag 90 der finalen Reifung auf Transwellinserts der TEER 

als Maß für die Barrierefunktion der Epithelschicht gemessen und immunzytochemisch gegen 

den RPE-spezifischen Marker Bestrophin 1 (BEST-1), beta-Catenin, Zonula occludens Protein 

1 (ZO-1) und ATP1A1 gefärbt, um deren Expressionsmuster abzugleichen. Außerdem wurde 

gegen Rhodopsin gefärbt, um zu verifizieren, dass bei den POS-gefütterten Zellen eine 

Phagozytose der POS stattfand und damit die erwünschten Effekte eines Stressors erreicht 

wurde. 

Lichtmikroskopisch bildeten die hiPSC-RPE durchgehend einen konfluenten Zellrasen mit 

einer polygonalen, Honigwaben-ähnlichen Morphologie, wie es typisch für RPE-Zellen ist. 

Zudem waren die hiPSC-RPE teilweise pigmentiert, sichtbar an den dunkleren Zellen 

(repräsentatives Bild Abb. 3, A). Des Weiteren wurde nach 90 Tagen der TEER gemessen. Der 

Widerstand über alle Zelllinien gemittelt betrug 121 (±52) Ω*cm2. Die HR- und LR-Zelllinien 

verhielten sich dabei jeweils sehr ähnlich, auffällig war jedoch, dass die POS-gefütterten 

Zelllinien (94 (±36) Ω*cm2) einen niedrigeren Widerstand aufwiesen als die entsprechenden 

Kontrollen (148 (±54) Ω*cm2) (Abb. 3, B). Dieser Unterschied ist aufgrund der hohen Varianz 

der Messungen jedoch nicht statistisch signifikant. 

Auch immunzytochemisch präsentierte jede Zelllinie die charakteristische polygonale RPE 

Struktur und formte einen durchgehenden Zellrasen. Dies zeigte das kontinuierliche 

Expressionsmuster ZO-1, einem Tight-Junction Protein, außerdem waren die Zellen in allen 

Zelllinien von ähnlicher Größe. Auch das RPE-spezifische, basolaterale Protein BEST-1 und 

β-Catenin wurden von allen Zelllinien nach typischem, polygonalem Muster basolateral 

exprimiert. Nur für BEST-1 zeigten einzelne Zelllinien eine sehr schwache Anfärbung (z. B. 

HR 1 mit POS) (Abb. 3, C und D). Zudem konnte durch die Färbung gegen Rhodopsin 

gesichert werden, dass die POS-gefütterten Zelllinien die POS phagozytiert hatten, während bei 

den nicht exponierten Zelllinien keine Färbung beobachtet werden konnte (Abb. 3, C und D). 

Schließlich wurde ATP1A1 von den hiPSC-RPE an der apikalen Zellmembran exprimiert, wie 

es für das RPE, im Gegensatz zu den meisten anderen Epithelien mit basaler Expression, 

charakteristisch ist (Abb. 3, E). 
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Abbildung 3: Charakterisierung der hiPSC-RPE Zelllinien und Bestätigung der POS-Phagozytose durch die POS-gefütterten 

Zelllinien. Es wurden je vier Zelllinien mit hohem (HR 1-4) und 4 Zelllinien mit niedrigem (LR 1-4) genetischem Risiko für 90 Tage 

auf Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen regelmäßig mit POS gefüttert. Nach 90 Tagen wurden 

lichtmikroskopisch die Morphologie und Intaktheit des Zellmonolayers überprüft (Scale bar: 300 µm) (A). Außerdem wurde als Maß 

für die Barrierefunktion der transepitheliale, elektrische Widerstand (TEER) in Ω*cm2 gemessen, dargestellt sind Mittelwerte mit 

Standardabweichungen. Mit Ausnahme von HR 1, HR 2, LR 2 und LR 4 mit POS wurden für alle Konditionen zwei unabhängige 

Replikate vermessen (B). Weiter wurde immunhistochemisch mit Antikörpern gegen β-Catenin, BEST1, ZO-1, Rhodopsin und 

ATP1A1 gefärbt, die Bilder wurden mithilfe konfokaler Laserscanningmikroskopie bei 40x Vergrößerung aufgenommen, gezeigt sind 

repräsentative Bilder der Färbungen gegen β-Catenin, BEST1, ZO-1 und Rhodopsin der Zelllinien ohne (C) und mit (D) POS-

Fütterung, sowie für die Färbung gegen ATP1A1 (E) (Scale bar: 20 µm). 
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 Einfluss des genetischen Hintergrunds und von POS-Fütterung auf die 

immunhistochemische Analyse der EZM und drusenähnlicher Ablagerungen von 

hiPSC-RPE 

Mithilfe immunhistochemischer Färbungen sollte die Menge, Morphologie und 

Zusammensetzung der von den hiPSC-RPE-Zellen deponierten EZM analysiert werden. 

Hierfür wurden zunächst die Zellschicht von der darunterliegenden EZM abgelöst und diese 

gegen verschiedene typische Strukturproteine der EZM und Bestandteile der Drusen bei AMD-

Patienten gefärbt. Für die Ablösung der Zellschicht wurden zwei verschiedene Methoden 

benutzt. Im ersten methodischen Ansatz (Zelllysepuffer aus Triton® X-100 und 

Ammoniumhydroxid) wurde die Ablagerung von Strukturproteinen der EZM, darunter FN, 

Laminin, Elastin und Kollagen V untersucht. Zudem wurde die Färbung gegen ApoE, einem 

typischen Drusenprotein, mit der ersten Methode durchgeführt, da ApoE in der 

Etablierungsphase mit der Trypsinierungsmethode nicht detektierbar war. Des Weiteren wurde 

für C9, VTN und TIMP3 die Färbung mit beiden Methoden (Zelllysepuffer bzw. Ablösen der 

Zellen mit Trypsin) durchgeführt, um für diese Proteine einen möglichen Einfluss der 

Dezellularisierungsmethode auf die Färbung vergleichen zu können. Die Rationale für diese 

verschiedenen Herangehensweisen war, dass bei der Dezellularisierung mit Zelllysepuffer die 

flächige EZM weitestgehend geschont wird und intakt bleibt, während sie beim Ablösen der 

Zellen mit Trypsin in Teilen degradiert wird, sodass schlussendlich vor allem die fokalen, 

drusenartigen Ablagerungen verbleiben. Zudem wurde mit der zweiten Methode (Ablösen der 

Zellen mit Trypsin) gegen weitere drusentypische Proteine und Lipide gefärbt, darunter β-

Amyloid, Crystallin und Färbung von Lipiden mit Nilrot. Zuletzt wurde mit der zweiten 

Methode die Färbung gegen das Strukturprotein Kollagen IV durchgeführt, welches in der 

Etablierung nur mit dieser Methode detektierbar war.  

Als Kontrollen wurden Filter mit Matrigel-GFR beschichtet und für zwei Wochen auf gleiche 

Weise wie die Zellen kultiviert und nach dem Protokoll der jeweiligen Methode gefärbt. 

Außerdem wurden dezellularisierte Filter nach dem gleichen Protokoll wie die Proben gefärbt, 

jedoch ohne primären Antikörper in der primären ICC-Antikörperlösung, um eine 

unspezifische Bindung der sekundären Antikörper an Matrixkomponenten oder den Filtern 

auszuschließen. Die Auswertung erfolgte fluoreszenzmikroskopisch und durch anschließende 

Analyse mithilfe von ImageJ. Vermessen wurde zum einen die mittlere Farbintensität der 

Bilder, als Maß für die Menge an abgelagertem Protein. Je mehr Protein abgelagert wird, desto 

mehr Fluoreszenz wird gemessen und desto höher ist die mittlere Farbintensität. Des Weiteren 

wurden als Maß für die Bildung von drusenartigen, fokalen Ablagerungen die durchschnittliche 
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Größe und die Anzahl der Partikel pro mm2 gemessen. Die Messpunkte für das erste Replikat 

von den HR-Zelllinien 1/2 mit POS und den LR-Zelllinien 2/4 mit POS fehlen dabei aufgrund 

von Problemen bei der Kultivierung.  

Die Analyse sollte dabei zum einen zeigen, ob der genetische Hintergrund der hiPSC-RPE, 

speziell das unterschiedliche genetische Erkrankungsrisiko für AMD, einen Einfluss auf die 

Bildung von EZM und drusenartigen Ablagerungen hat. Weiter wurde untersucht, ob die 

Induktion von metabolischem und oxidativem Stress durch POS-Fütterung eine Wirkung auf 

die EZM-Bildung hat und ob das genetische AMD-Risiko einen Unterschied in der 

Suszeptibilität der Zellen für diesen Stressor bewirkt. Dafür wurde in einem linearen 

Regressionsmodell der Einfluss des genetischen AMD-Risikos (jeweils in den POS-/nicht POS-

gefütterten Zelllinien) und der Einfluss von POS-Fütterung (jeweils in allen Zelllinien 

kombiniert und eingeschränkt auf die HR- bzw. LR-Zelllinien) untersucht. Es sei für die 

Interpretation der Forest-Plots darauf hingewiesen, dass aufgrund des verwendeten Modells die 

Effektstärke nicht wie meist üblich mit 95%-Konfidenzintervall, sondern mit 

Standardabweichung gezeigt ist. 

4.2.1 ICC-Analyse von Strukturproteinen der EZM 

Die EZM der BrM ist nicht nur für die strukturelle Integrität des RPE essenziell, sondern ist 

grundlegend am physiologischen Transport von Nähr- und Botenstoffen sowie der Regulation 

von Prozessen wie Proliferation, Migration und Zelladhäsion beteiligt. Die Funktion der EZM 

wird weitgehend durch ihre Zusammensetzung und Struktur bestimmt, so dass es hier durch 

Ungleichgewichte zu pathologischen Veränderungen kommt. Um ein umfassendes Bild der 

EZM der hiPSC-RPE zu gewinnen, wurden als Strukturproteine der EZM FN, Laminin, Elastin, 

Kollagen V, sowie Kollagen IV untersucht. Auf eine Präsentation der 

Fluoreszenzphotographien aller Färbungen und Zelllinien wird hier aus Platzgründen 

verzichtet, eine ausführliche Zusammenstellung ist im Appendix zu finden. 

Die Färbung gegen FN zeigte eine prominente, netzförmig organisierte Bildung von Faserzügen 

durch die hiPSC-RPE auf dem gesamten Filter, während die Kontrollen nur schwache, 

desorganisierte bis gar keine Signale aufwiesen (Abb. 4). Die Auswertung der mittleren 

Intensität weist darauf hin, dass POS-Fütterung zu einer signifikanten Reduzierung der 

Intensität in allen (p<0,01), in den HR- (p<0,05) und in den LR- (p<0,05) Zelllinien führt. In 

der Partikelgröße ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Bei der Partikelzahl führte 

POS-Fütterung zu einer signifikanten Reduzierung in allen (p<0,05) und in den LR-Zelllinien 
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(p<0,05), nicht jedoch in den HR-Zelllinien. Das genetische Risiko hatte keinen signifikanten 

Einfluss auf die drei Parameter mittlere Intensität, Partikelgröße und Partikelzahl. 

 

Abbildung 4: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die FN 

Ablagerung durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien für 90 Tage auf 

Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde die Filtereinsätze mit Zelllysepuffer dezellularisiert und mit 

Antikörpern gegen FN gefärbt. Die Bilder (A) wurden mithilfe konfokaler Laserscanningmikroskopie bei 10x Vergrößerung 

aufgenommen (Scale bars: 100 µm). Als Kontrollen dienten mit Matrigel-GFR beschichtete Einsätze (MG Ktr.) und 

dezellularisierte Filter, die ausschließlich mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden (2AB Ktr.). Die Fluoreszenzintensität, 

mittlere Partikelgröße und Partikelzahl pro mm2 wurden mit ImageJ vermessen (B). Um den Effekt des genetischen 

Hintergrunds und POS-Fütterung auf die EZM zu untersuchen wurde ein lineares Regressionsmodell verwendet, gezeigt sind 

Effektstärken mit Standardfehler (C). Positive Effektstärken bedeuten höhere Werte in den LR-Zelllinien im Vergleich zu den 

HR-Zelllinien, bzw. höhere Werte in den POS-gefütterten im Vergleich zu den nicht POS-gefütterten und umgekehrt. Je nach 

Fragestellung bestehen die analysierten Daten aus 1-2 unabhängigen Experimenten mit je 2-8 biologischen Replikaten 

(*p<0,05; **p<0,01). 

 

Auch die Färbung gegen Laminin zeigte deutliche netzartige, lamininhaltige Faserzügen in der 

EZM unter den hiPSC-RPE. Auffällig war die recht ausgeprägte, flächige Fluoreszenz, die auch 

in der Kontrolle des mit Matrigel-GFR beschichteten Filter zu sehen ist, vereinbar damit, dass 

Matrigel-GFR nach Herstellerangaben zu etwa 70 % aus Laminin besteht. Der klare 

Unterschied in der Morphologie deutet jedoch daraufhin, dass die hiPSC-RPE einen eigenen 
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Lamininumsatz haben (Abb. 5). In der statistischen Auswertung der Fluoreszenzintensität, 

Partikelgröße und Partikelzahl für Laminin ergaben sich keine signifikanten Unterschiede 

durch das genetische Risiko oder POS-Fütterung. 

 

Abbildung 5: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die Laminin 

Ablagerung durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien für 90 Tage auf 

Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde die Filtereinsätze mit Zelllysepuffer dezellularisiert und mit 

Antikörpern gegen Laminin gefärbt. Die Bilder (A) wurden mithilfe konfokaler Laserscanningmikroskopie bei 10x 

Vergrößerung aufgenommen (Scale bars: 100 µm). Als Kontrollen dienten mit Matrigel-GFR beschichtete Einsätze (MG Ktr.) 

und dezellularisierte Filter, die ausschließlich mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden (2AB Ktr.). Die 

Fluoreszenzintensität, mittlere Partikelgröße und Partikelzahl pro mm2 wurden mit ImageJ vermessen (B). Um den Effekt des 

genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung auf die EZM zu untersuchen wurde ein lineares Regressionsmodell verwendet, 

gezeigt sind Effektstärken mit Standardfehler (C). Positive Effektstärken bedeuten höhere Werte in den LR-Zelllinien im 

Vergleich zu den HR-Zelllinien, bzw. höhere Werte in den POS-gefütterten im Vergleich zu den nicht POS-gefütterten und 

umgekehrt. Je nach Fragestellung bestehen die analysierten Daten aus 1-2 unabhängigen Experimenten mit je 2-8 biologischen 

Replikaten (*p<0,05; **p<0,01). 

 

Die Färbung gegen Elastin zeigte eine sehr flächige Ablagerung durch die hiPSC-RPE auf dem 

gesamten Filter, vereinzelt war auch die Bildung von netzartigen Faserzügen zu erkennen, 

während die Kontrollen nur schwache bis gar keine Signale aufwiesen (Abb. 6). Die Färbung 

gegen Kollagen V präsentierte wiederum eine netzartige Anordnung von Kollagen V-haltigen 
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Faserbündeln in der von den hiPSC-RPE gebildeten EZM (Abb. 7). Dabei ergaben sich in der 

statistischen Auswertung der Fluoreszenzintensität, Partikelgröße und Partikelzahl für Elastin 

und Kollagen V keine signifikanten Unterschiede durch das genetische Risiko oder POS-

Fütterung. 

 

 

Abbildung 6: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die Elastin 

Ablagerung durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien für 90 Tage auf 

Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde die Filtereinsätze mit Zelllysepuffer dezellularisiert und mit 

Antikörpern gegen Elastin gefärbt. Die Bilder (A) wurden mithilfe konfokaler Laserscanningmikroskopie bei 10x 

Vergrößerung aufgenommen (Scale bars: 100 µm). Als Kontrollen dienten mit Matrigel-GFR beschichtete Einsätze (MG Ktr.) 

und dezellularisierte Filter, die ausschließlich mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden (2AB Ktr.). Die 

Fluoreszenzintensität, mittlere Partikelgröße und Partikelzahl pro mm2 wurden mit ImageJ vermessen (B). Um den Effekt des 

genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung auf die EZM zu untersuchen wurde ein lineares Regressionsmodell verwendet, 

gezeigt sind Effektstärken mit Standardfehler (C). Positive Effektstärken bedeuten höhere Werte in den LR-Zelllinien im 

Vergleich zu den HR-Zelllinien, bzw. höhere Werte in den POS-gefütterten im Vergleich zu den nicht POS-gefütterten und 

umgekehrt. Je nach Fragestellung bestehen die analysierten Daten aus 1-2 unabhängigen Experimenten mit je 2-8 biologischen 

Replikaten (*p<0,05; **p<0,01). 
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Abbildung 7: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die Kollagen V 

Ablagerung durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien für 90 Tage auf 

Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde die Filtereinsätze mit Zelllysepuffer dezellularisiert und mit 

Antikörpern gegen Kollagen V gefärbt. Die Bilder (A) wurden mithilfe konfokaler Laserscanningmikroskopie bei 10x 

Vergrößerung aufgenommen (Scale bars: 100 µm). Als Kontrollen dienten mit Matrigel-GFR beschichtete Einsätze (MG Ktr.) 

und dezellularisierte Filter, die ausschließlich mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden (2AB Ktr.). Die 

Fluoreszenzintensität, mittlere Partikelgröße und Partikelzahl pro mm2 wurden mit ImageJ vermessen (B). Um den Effekt des 

genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung auf die EZM zu untersuchen wurde ein lineares Regressionsmodell verwendet, 

gezeigt sind Effektstärken mit Standardfehler (C). Positive Effektstärken bedeuten höhere Werte in den LR-Zelllinien im 

Vergleich zu den HR-Zelllinien, bzw. höhere Werte in den POS-gefütterten im Vergleich zu den nicht POS-gefütterten und 

umgekehrt. Je nach Fragestellung bestehen die analysierten Daten aus 1-2 unabhängigen Experimenten mit je 2-8 biologischen 

Replikaten (*p<0,05; **p<0,01). 

 

Als letztes Strukturprotein der EZM wurde Kollagen IV untersucht, das Fluoreszenzsignal der 

hiPSC-RPE produzierten EZM war hier jedoch schwach und von einer ähnlichen Intensität wie 

das Signal der Kontrollen. Weiter war morphologisch nahezu keine Bildung von Aggregaten, 

Faserbündeln oder ähnlichem zu erkennen, was sich auch in der sehr geringen Partikelzahl 

widerspiegelt (Abb. 8). Ob hier also eine spezifische Detektion von Kollagen IV oder ein 

unspezifisches Fluoreszenzsignal zu sehen war, bedarf weiterer Untersuchung. Dennoch führte 

POS-Fütterung zu einer signifikant kleineren Partikelgröße in den LR-Zelllinien (p<0,05). 
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Ansonsten konnte kein signifikanter Einfluss von genetischem Risiko und POS-Fütterung auf 

die mittlere Intensität, die Partikelgröße und Partikelzahl festgestellt werden. 

 

Abbildung 8: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die Kollagen 

IV Ablagerung durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien für 90 Tage 

auf Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde die Filtereinsätze mit Trypsin dezellularisiert und mit Antikörpern 

gegen Kollagen IV gefärbt. Die Bilder (A) wurden mithilfe konfokaler Laserscanningmikroskopie bei 10x Vergrößerung 

aufgenommen (Scale bars: 100 µm). Als Kontrollen dienten mit Matrigel-GFR beschichtete Einsätze (MG Ktr.) und 

dezellularisierte Filter, die ausschließlich mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden (2AB Ktr.). Die Fluoreszenzintensität, 

mittlere Partikelgröße und Partikelzahl pro mm2 wurden mit ImageJ vermessen (B). Um den Effekt des genetischen 

Hintergrunds und POS-Fütterung auf die EZM zu untersuchen wurde ein lineares Regressionsmodell verwendet, gezeigt sind 

Effektstärken mit Standardfehler (C). Positive Effektstärken bedeuten höhere Werte in den LR-Zelllinien im Vergleich zu den 

HR-Zelllinien, bzw. höhere Werte in den POS-gefütterten im Vergleich zu den nicht POS-gefütterten und umgekehrt. Je nach 

Fragestellung bestehen die analysierten Daten aus 1-2 unabhängigen Experimenten mit je 2-8 biologischen Replikaten 

(*p<0,05; **p<0,01). 

 

4.2.2 ICC-Analyse von AMD-typischen Proteinen und Lipiden als Bestandteil von Drusen 

Neben den allgemeinen Veränderungen der EZM bei AMD-Patienten ist die Bildung von 

Drusen zwischen dem RPE und der BrM charakteristisch, die Pathomechanismen die zur 

Entstehung dieser Drusen führen sind nicht vollständig klar. Als typische Bestandteile der 

Proteinfraktion solcher Drusen wurden C9, VTN, TIMP3, APOE, β-Amyloid und Crystallin 
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gefunden (Crabb, 2014). Drei der Proteine (C9, VTN und TIMP3) wurden mit zwei 

unterschiedlichen Methoden untersucht. Ziel war über eine schonende Dezellularisierung mit 

Zelllysepuffer die gesamte EZM zu erhalten, während bei der Trypsinierung neben dem 

Ablösen der Zellen auch die feine EZM angegriffen wird, und so eventuell eine genauere 

Analyse der verbleibenden, größeren drusenartigen Aggregate möglich ist. Weiter bestehen 

Drusen zu einem sehr großen Teil aus verschiedenen neutralen Lipiden, Phospholipiden und 

Cholesterinderivaten. Diese wurden mit dem unspezifischen Lipid-Farbstoff Nilrot angefärbt. 

Auf eine Präsentation der Fluoreszenzphotographien aller Färbungen und Zelllinien wird hier 

aus Platzgründen verzichtet, eine ausführliche Zusammenstellung ist im Appendix zu finden. 

Die Färbung gegen C9 zeigte für beide Dezellularisierungsmethoden eine vergleichbare, relativ 

schwache Intensität (Zelllysepuffer: Abb. 9, Trypsinierung: Abb. 10). Auch morphologisch 

ähnelten sich die Färbungen für die beiden methodischen Ansätze: zu sehen waren fokale 

punktförmige Signale, passend zu einer Bildung von drusenartigen Aggregaten. Bei der 

Dezellularisierung mit Trypsin schien die Partikelzahl und vor allem die Partikelgröße höher 

zu sein. Bei der Dezellularisierung mit Zelllysepuffer zeigte sich durch POS-Fütterung eine 

signifikant erhöhte Fluoreszenzintensität in allen Zelllinien (p<0,05). Dieser Effekt war auch 

isoliert in den LR- (p<0,05), nicht jedoch in den HR-Zelllinien zu sehen. Auch bei der 

Dezellularisierung mit Trypsin führte POS-Fütterung zu einer Erhöhung der Intensität (p<0,05) 

und der Partikelzahl (p<0,05) in allen Zelllinien, dieser Trend durch die POS-Fütterung zeigte 

sich auch in den HR-Zelllinien, erreichte hier aber keine Signifikanz.  
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Abbildung 9: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die Ablagerung 

von C9 durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien für 90 Tage auf 

Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde die Filtereinsätze mit Zelllysepuffer dezellularisiert und mit 

Antikörpern gegen C9 gefärbt. Die Bilder (A) wurden mithilfe konfokaler Laserscanningmikroskopie bei 10x Vergrößerung 

aufgenommen (Scale bars: 100 µm). Als Kontrollen dienten mit Matrigel-GFR beschichtete Einsätze (MG Ktr.) und 

dezellularisierte Filter, die ausschließlich mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden (2AB Ktr.). Die Fluoreszenzintensität, 

mittlere Partikelgröße und Partikelzahl pro mm2 wurden mit ImageJ vermessen (B). Um den Effekt des genetischen 

Hintergrunds und POS-Fütterung auf die EZM zu untersuchen wurde ein lineares Regressionsmodell verwendet, gezeigt sind 

Effektstärken mit Standardfehler (C). Positive Effektstärken bedeuten höhere Werte in den LR-Zelllinien im Vergleich zu den 

HR-Zelllinien, bzw. höhere Werte in den POS-gefütterten im Vergleich zu den nicht POS-gefütterten und umgekehrt. Je nach 

Fragestellung bestehen die analysierten Daten aus 1-2 unabhängigen Experimenten mit je 2-8 biologischen Replikaten 

(*p<0,05; **p<0,01). 
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Abbildung 10: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die 

Ablagerung von C9 durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien für 90 

Tage auf Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde die Filtereinsätze mit Trypsin dezellularisiert und mit Antikörpern 

gegen C9 gefärbt. Die Bilder (A) wurden mithilfe konfokaler Laserscanningmikroskopie bei 10x Vergrößerung aufgenommen 

(Scale bars: 100 µm). Als Kontrollen dienten mit Matrigel-GFR beschichtete Einsätze (MG Ktr.) und dezellularisierte Filter, 

die ausschließlich mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden (2AB Ktr.). Die Fluoreszenzintensität, mittlere Partikelgröße 

und Partikelzahl pro mm2 wurden mit ImageJ vermessen (B). Um den Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung 

auf die EZM zu untersuchen wurde ein lineares Regressionsmodell verwendet, gezeigt sind Effektstärken mit Standardfehler 

(C). Positive Effektstärken bedeuten höhere Werte in den LR-Zelllinien im Vergleich zu den HR-Zelllinien, bzw. höhere Werte 

in den POS-gefütterten im Vergleich zu den nicht POS-gefütterten und umgekehrt. Je nach Fragestellung bestehen die 

analysierten Daten aus 1-2 unabhängigen Experimenten mit je 2-8 biologischen Replikaten (*p<0,05; **p<0,01). 

 

Bei der Färbung gegen VTN unterschied sich die Morphologie der Färbungen je nach 

Dezellularisierungsmethode. Bei der Dezellularisierung mit Zelllysepuffer (Abb. 11) zeigte 

sich in der EZM der hiPSC-RPE neben lokalen Aggregaten die Bildung von einzelnen 

Faserzügen, die Matrigelkontrolle wies eine flächig homogene Färbung auf. Bei der 

Dezellularisierung mit Trypsin (Abb. 12) waren vor allem lokale Aggregate zu erkennen, 

einzelne davon sehr groß. Bei der Dezellularisierung mit Zelllysepuffer wies die quantitative 

Auswertung eine signifikante Erhöhung der Fluoreszenzintensität durch POS-Fütterung in allen 

Zelllinien (p<0,05) auf. Ansonsten konnte bei beiden Methoden kein signifikanter Einfluss von 
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genetischem Risiko und POS-Fütterung auf die mittlere Intensität, die Partikelgröße und 

Partikelzahl festgestellt werden. 

 

Abbildung 11: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die 

Ablagerung von VTN durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien für 

90 Tage auf Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde die Filtereinsätze mit Zelllysepuffer dezellularisiert und mit 

Antikörpern gegen VTN gefärbt. Die Bilder (A) wurden mithilfe konfokaler Laserscanningmikroskopie bei 10x Vergrößerung 

aufgenommen (Scale bars: 100 µm). Als Kontrollen dienten mit Matrigel-GFR beschichtete Einsätze (MG Ktr.) und 

dezellularisierte Filter, die ausschließlich mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden (2AB Ktr.). Die Fluoreszenzintensität, 

mittlere Partikelgröße und Partikelzahl pro mm2 wurden mit ImageJ vermessen (B). Um den Effekt des genetischen 

Hintergrunds und POS-Fütterung auf die EZM zu untersuchen wurde ein lineares Regressionsmodell verwendet, gezeigt sind 

Effektstärken mit Standardfehler (C). Positive Effektstärken bedeuten höhere Werte in den LR-Zelllinien im Vergleich zu den 

HR-Zelllinien, bzw. höhere Werte in den POS-gefütterten im Vergleich zu den nicht POS-gefütterten und umgekehrt. Je nach 

Fragestellung bestehen die analysierten Daten aus 1-2 unabhängigen Experimenten mit je 2-8 biologischen Replikaten 

(*p<0,05; **p<0,01). 
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Abbildung 12: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die 

Ablagerung von VTN durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien für 

90 Tage auf Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde die Filtereinsätze mit Trypsin dezellularisiert und mit Antikörpern 

gegen VTN gefärbt. Die Bilder (A) wurden mithilfe konfokaler Laserscanningmikroskopie bei 10x Vergrößerung 

aufgenommen (Scale bars: 100 µm). Als Kontrollen dienten mit Matrigel-GFR beschichtete Einsätze (MG Ktr.) und 

dezellularisierte Filter, die ausschließlich mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden (2AB Ktr.). Die Fluoreszenzintensität, 

mittlere Partikelgröße und Partikelzahl pro mm2 wurden mit ImageJ vermessen (B). Um den Effekt des genetischen 

Hintergrunds und POS-Fütterung auf die EZM zu untersuchen wurde ein lineares Regressionsmodell verwendet, gezeigt sind 

Effektstärken mit Standardfehler (C). Positive Effektstärken bedeuten höhere Werte in den LR-Zelllinien im Vergleich zu den 

HR-Zelllinien, bzw. höhere Werte in den POS-gefütterten im Vergleich zu den nicht POS-gefütterten und umgekehrt. Je nach 

Fragestellung bestehen die analysierten Daten aus 1-2 unabhängigen Experimenten mit je 2-8 biologischen Replikaten 

(*p<0,05; **p<0,01). 

 

Bei der Färbung gegen TIMP3 (Zelllysepuffer: Abb. 13, Trypsinierung: Abb. 14) zeigten sich 

bei beiden Methoden lokale Aggregate mit starker Fluoreszenz, wobei sich bei der 

Dezellularisierung mit Zelllysepuffer zusätzlich ein flächiges netzförmiges Signal detektiert 

wurde. Unter den POS-gefütterten Zelllinien führte hier ein niedriges genetisches AMD-Risiko 

der Zelllinien zu einer signifikant verringerten Partikelzahl (p<0,01) und -größe (p<0,05). Bei 

der Dezellularisierung mit Trypsin führte in den LR-Zelllinien POS-Fütterung zu einer 

signifikanten Erhöhung der mittleren Fluoreszenzintensität (p<0,05). Ansonsten konnte bei 
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beiden Methoden kein signifikanter Einfluss von genetischem Risiko und POS-Fütterung auf 

die mittlere Intensität, die Partikelgröße und Partikelzahl festgestellt werden. 

 

Abbildung 13: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die 

Ablagerung von TIMP3 durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien 

für 90 Tage auf Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde die Filtereinsätze mit Zelllysepuffer dezellularisiert und mit 

Antikörpern gegen TIMP3 gefärbt. Die Bilder (A) wurden mithilfe konfokaler Laserscanningmikroskopie bei 10x 

Vergrößerung aufgenommen (Scale bars: 100 µm). Als Kontrollen dienten mit Matrigel-GFR beschichtete Einsätze (MG Ktr.) 

und dezellularisierte Filter, die ausschließlich mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden (2AB Ktr.). Die 

Fluoreszenzintensität, mittlere Partikelgröße und Partikelzahl pro mm2 wurden mit ImageJ vermessen (B). Um den Effekt des 

genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung auf die EZM zu untersuchen wurde ein lineares Regressionsmodell verwendet, 

gezeigt sind Effektstärken mit Standardfehler (C). Positive Effektstärken bedeuten höhere Werte in den LR-Zelllinien im 

Vergleich zu den HR-Zelllinien, bzw. höhere Werte in den POS-gefütterten im Vergleich zu den nicht POS-gefütterten und 

umgekehrt. Je nach Fragestellung bestehen die analysierten Daten aus 1-2 unabhängigen Experimenten mit je 2-8 biologischen 

Replikaten (*p<0,05; **p<0,01). 
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Abbildung 14: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die 

Ablagerung von TIMP3 durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien 

für 90 Tage auf Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde die Filtereinsätze mit Trypsin dezellularisiert und mit Antikörpern 

gegen TIMP3 gefärbt. Die Bilder (A) wurden mithilfe konfokaler Laserscanningmikroskopie bei 10x Vergrößerung 

aufgenommen (Scale bars: 100 µm). Als Kontrollen dienten mit Matrigel-GFR beschichtete Einsätze (MG Ktr.) und 

dezellularisierte Filter, die ausschließlich mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden (2AB Ktr.). Die Fluoreszenzintensität, 

mittlere Partikelgröße und Partikelzahl pro mm2 wurden mit ImageJ vermessen (B). Um den Effekt des genetischen 

Hintergrunds und POS-Fütterung auf die EZM zu untersuchen wurde ein lineares Regressionsmodell verwendet, gezeigt sind 

Effektstärken mit Standardfehler (C). Positive Effektstärken bedeuten höhere Werte in den LR-Zelllinien im Vergleich zu den 

HR-Zelllinien, bzw. höhere Werte in den POS-gefütterten im Vergleich zu den nicht POS-gefütterten und umgekehrt. Je nach 

Fragestellung bestehen die analysierten Daten aus 1-2 unabhängigen Experimenten mit je 2-8 biologischen Replikaten 

(*p<0,05; **p<0,01). 

 

Bei der Färbung gegen ApoE (Abb. 15) zeigten sich fokale Ablagerungen, eine flächige 

Färbung war nicht zu erkennen. Unter den POS-gefütterten Zelllinien führte ein niedriges 

genetisches AMD-Risiko zu signifikant geringeren Werten in allen drei betrachteten 

Parametern, der mittleren Intensität (p<0,05), Partikelgröße (p<0,05) und Partikelzahl (p<0,05). 

Ansonsten konnte kein signifikanter Einfluss von genetischem Risiko und POS-Fütterung auf 

die mittlere Intensität, die Partikelgröße und Partikelzahl festgestellt werden. 
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Abbildung 15: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die 

Ablagerung von ApoE durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien für 

90 Tage auf Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde die Filtereinsätze mit Zelllysepuffer dezellularisiert und mit 

Antikörpern gegen ApoE gefärbt. Die Bilder (A) wurden mithilfe konfokaler Laserscanningmikroskopie bei 10x Vergrößerung 

aufgenommen (Scale bars: 100 µm). Als Kontrollen dienten mit Matrigel-GFR beschichtete Einsätze (MG Ktr.) und 

dezellularisierte Filter, die ausschließlich mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden (2AB Ktr.). Die Fluoreszenzintensität, 

mittlere Partikelgröße und Partikelzahl pro mm2 wurden mit ImageJ vermessen (B). Um den Effekt des genetischen 

Hintergrunds und POS-Fütterung auf die EZM zu untersuchen wurde ein lineares Regressionsmodell verwendet, gezeigt sind 

Effektstärken mit Standardfehler (C). Positive Effektstärken bedeuten höhere Werte in den LR-Zelllinien im Vergleich zu den 

HR-Zelllinien, bzw. höhere Werte in den POS-gefütterten im Vergleich zu den nicht POS-gefütterten und umgekehrt. Je nach 

Fragestellung bestehen die analysierten Daten aus 1-2 unabhängigen Experimenten mit je 2-8 biologischen Replikaten 

(*p<0,05; **p<0,01). 

Bei den Immunofärbungen gegen β-Amyloid (Abb. 16) und Crystallin (Abb. 17) und der 

Färbung mit Nilrot (Abb. 18) zeigten sich in der EZM unter den hiPSC-RPE lokale Aggregate, 

welche in den Kontrollen kleiner oder gar nicht vorhanden waren. Eine flächige Färbung konnte 

hingegen nicht oder nur schwach beobachtet werden. Bei der Auswertung der drei Färbungen 

ergaben sich für keinen der betrachteten Parameter signifikante Unterschiede durch das 

genetische Risiko der Zelllinien oder durch POS-Fütterung. 
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Abbildung 16: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die 

Ablagerung von β-Amyloid durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien 

für 90 Tage auf Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde die Filtereinsätze mit Trypsin dezellularisiert und mit Antikörpern 

gegen β-Amyloid gefärbt. Die Bilder (A) wurden mithilfe konfokaler Laserscanningmikroskopie bei 10x Vergrößerung 

aufgenommen (Scale bars: 100 µm). Als Kontrollen dienten mit Matrigel-GFR beschichtete Einsätze (MG Ktr.) und 

dezellularisierte Filter, die ausschließlich mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden (2AB Ktr.). Die Fluoreszenzintensität, 

mittlere Partikelgröße und Partikelzahl pro mm2 wurden mit ImageJ vermessen (B). Um den Effekt des genetischen 

Hintergrunds und POS-Fütterung auf die EZM zu untersuchen wurde ein lineares Regressionsmodell verwendet, gezeigt sind 

Effektstärken mit Standardfehler (C). Positive Effektstärken bedeuten höhere Werte in den LR-Zelllinien im Vergleich zu den 

HR-Zelllinien, bzw. höhere Werte in den POS-gefütterten im Vergleich zu den nicht POS-gefütterten und umgekehrt. Je nach 

Fragestellung bestehen die analysierten Daten aus 1-2 unabhängigen Experimenten mit je 2-8 biologischen Replikaten 

(*p<0,05; **p<0,01). 
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Abbildung 17: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die 

Ablagerung von Crystallin durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien 

für 90 Tage auf Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde die Filtereinsätze mit Trypsin dezellularisiert und mit Antikörpern 

gegen Crystallin gefärbt. Die Bilder (A) wurden mithilfe konfokaler Laserscanningmikroskopie bei 10x Vergrößerung 

aufgenommen (Scale bars: 100 µm). Als Kontrollen dienten mit Matrigel-GFR beschichtete Einsätze (MG Ktr.) und 

dezellularisierte Filter, die ausschließlich mit dem Sekundärantikörper gefärbt wurden (2AB Ktr.). Die Fluoreszenzintensität, 

mittlere Partikelgröße und Partikelzahl pro mm2 wurden mit ImageJ vermessen (B). Um den Effekt des genetischen 

Hintergrunds und POS-Fütterung auf die EZM zu untersuchen wurde ein lineares Regressionsmodell verwendet, gezeigt sind 

Effektstärken mit Standardfehler (C). Positive Effektstärken bedeuten höhere Werte in den LR-Zelllinien im Vergleich zu den 

HR-Zelllinien, bzw. höhere Werte in den POS-gefütterten im Vergleich zu den nicht POS-gefütterten und umgekehrt. Je nach 

Fragestellung bestehen die analysierten Daten aus 1-2 unabhängigen Experimenten mit je 2-8 biologischen Replikaten 

(*p<0,05; **p<0,01). 
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Abbildung 18: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die 

Ablagerung von Lipiden durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien 

für 90 Tage auf Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde die Filtereinsätze mit Trypsin dezellularisiert und mit Nilrot, einer 

Verbindung welche unspezifisch Lipide färbt, behandelt. Die Bilder (A) wurden mithilfe konfokaler Laserscanningmikroskopie 

bei 10x Vergrößerung aufgenommen (Scale bars: 100 µm). Als Kontrollen dienten mit Matrigel-GFR beschichtete Einsätze 

(MG Ktr.). Die Fluoreszenzintensität, mittlere Partikelgröße und Partikelzahl pro mm2 wurden mit ImageJ vermessen (B). Um 

den Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung auf die EZM zu untersuchen wurde ein lineares 

Regressionsmodell verwendet, gezeigt sind Effektstärken mit Standardfehler (C). Positive Effektstärken bedeuten höhere 

Werte in den LR-Zelllinien im Vergleich zu den HR-Zelllinien, bzw. höhere Werte in den POS-gefütterten im Vergleich zu 

den nicht POS-gefütterten und umgekehrt. Je nach Fragestellung bestehen die analysierten Daten aus 1-2 unabhängigen 

Experimenten mit je 2-8 biologischen Replikaten (*p<0,05; **p<0,01). 

 

 Einfluss von POS-Fütterung und des genetischen Hintergrunds auf die Sekretion 

von MMPs durch hiPSC-RPE 

4.3.1 Gelatine-Zymographie 

MMP2 und MMP9, auch Gelatinase A und B genannt, degradieren Gelatine. Bei der Gelatine-

Zymographie wird im Anschluss an eine SDS-PAGE die enzymatische Proteolyse von Gelatine 

(Kollagen I) genutzt, um die Aktivität der entsprechenden Enzyme nachzuweisen. Dabei 

werden sowohl die aktivierten Formen nachgewiesen, aber auch die in vivo inaktiven 

Proenzyme können in entsprechenden Konzentrationen nachgewiesen werden, da sie durch die 
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SDS-vermittelte Denaturierung partiell aktiviert werden. Die Banden des Gelatineverdaus 

wurden durch Coomassie-Blau Färbung als helle Banden vor blauem Hintergrund sichtbar 

gemacht und anschließend densitometrisch ausgewertet. 

MMP2-Aktivität konnte für alle Zelllinien nachgewiesen werden, sichtbar durch die 

Degradierung der Gelatine auf Höhe des entsprechenden Molekulargewichts von 64 kDa (Abb. 

19, A). Dabei konnte sowohl in der unbehandelten als auch in der POS-gefütterten Gruppe eine 

differenzielle MMP2-Aktivität abhängig von der Sekretionsrichtung nachgewiesen werden, im 

apikalen Medium war die proteolytische Aktivität signifikant höher als im basalen Medium 

(p<0,001) (Abb. 19, B). Außerdem fiel auf, dass unabhängig von POS-Fütterung bei den LR-

Zelllinien eine geringere Aktivität von MMP2 im apikalen Medium vorhanden war als bei den 

HR-Zelllinien. Zudem führte sowohl bei den HR-Zelllinien als auch bei den LR-Zelllinien 

POS-Fütterung zu einer erhöhten Aktivität im apikalen Medium, diese Unterschiede erreichten 

jedoch keine statistische Signifikanz (Abb. 19, C).  

Aktivität von pro-MMP2, MMP9 und pro-MMP9 konnte mithilfe der Zymographie bei keiner 

der Zelllinien nachgewiesen werden, unabhängig vom genetischen Risiko, von POS-Fütterung 

und der Sekretionsrichtung. 
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Abbildung 19: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die Sekretion 

von MMP2 durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien für 90 Tage auf 

Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. An Tag 90 der Kultivierung wurde das apikale und basale Medium abgenommen und via 

Gelatine-Zymographie die Aktivität von MMPs im Medium analysiert, in A gezeigt sind repräsentative Aufnahmen dieser 

Gele. Ausgewertet wurde die mittlere Area Density der Banden, gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Auf 

Unterschiede zwischen den Gruppen wurde mit einem Mann-Whitney U-Test getestet. Dabei wurde die gerichtete Sekretion 

untersucht (B, 8 biologische Replikate pro Gruppe) und der Einfluss des genetischen Risikos und von POS-Fütterung auf die 

apikale Sekretion (C, 4 biologische Replikate pro Gruppe) (***p<0,001). 

 

4.3.2 Western-Blot-Analyse der MMPs und ELISA gegen MMP2 

Um die in der Zymographie beobachtete Aktivität eindeutig den jeweiligen Enzymen zuordnen 

zu können und einen Abbau der Gelatine durch andere proteolytische Enzyme mit ähnlichem 

Molekulargewicht auszuschließen, wurden Western-Blot-Analysen der gesammelten 

Überstände mit Antikörpern gegen (pro-)MMP2 und (pro-)MMP9 durchgeführt. 

Auch bei der Western-Blot-Analyse (Abb. 20) konnte in allen Zelllinien die aktive Form von 

MMP2 bei 64 kDa nachgewiesen werden, im Gegensatz zur Zymographie wurden teilweise 
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zusätzlich Banden bei 72 kDa sichtbar, entsprechend dem Molekulargewicht von pro-MMP2. 

Im Gegensatz zur Zymographie war kein deutlicher Unterschied in der Bandenintensität 

zwischen dem apikalen und basalen Kompartiment zu erkennen. Schließlich ist auffallend, dass 

pro-MMP2 Banden vor allem bei den POS-gefütterten Zelllinien zu sehen waren, während bei 

den entsprechenden Kontrollen nur schwache bis keine Banden sichtbar waren. Aufgrund der 

relativ schlechten Qualität der Blots und in Ermangelung eines sezernierten 

Housekeeperproteins wurde hier jedoch keine quantitativ-statistische Analyse der Banden 

durchgeführt. MMP9 war in der Western-Blot-Analyse im Einklang mit den Ergebnissen der 

Zymographie weder als Proenzym noch in der aktiven Form nachweisbar (Daten nicht gezeigt). 

Schließlich ist mit der Gelatine-Zymographie nur ein relativer Vergleich der Aktivität der 

MMP2 möglich, im Gegensatz dazu erlaubt die Untersuchung via ELISA mit Normierung auf 

einen Standard eine Aussage über die absolute Menge von (pro)-MMP2 im 

Kultivierungsmedium der hiPSC-RPE. Hierfür wurde das Human MMP2 ELISA Kit von 

Sigma-Aldrich entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Mit dieser Methode konnte 

jedoch kein Nachweis von (pro)-MMP2 erfolgen und dementsprechend auch keine quantitative 

Aussage über die absoluten Mengen von (pro)-MMP2 in den Überständen getroffen werden. 

 

Abbildung 20: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf die Sekretion 

von MMP2 durch hiPSC-RPE. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien für 90 Tage auf 

Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. An Tag 90 der Kultivierung wurde das apikale und basale Medium abgenommen, via 

Western-Blot-Verfahren aufgetrennt und mit Antikörpern gegen (pro)-MMP2 gefärbt. 
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 Einfluss von POS-Fütterung und des genetischen Hintergrunds auf intrazelluläre 

mRNA-Expression von Markern für oxidativen Stress, mitochondriale Aktivität 

und das Komplementsystem 

Um den Einfluss des genetischen Risikos und des Stressors POS-Fütterung auf intrazelluläre 

Signalwege zu analysieren, wurde mithilfe der qRT-PCR die Expression verschiedener AMD-

assoziierter Gene auf mRNA-Ebene untersucht. Die Expression dieser Gene wurde in 

vorhergehenden Arbeiten am Institut getestet, jedoch konnten bisher keine Unterschiede in der 

oxidativen Stressantwort zwischen HR- und LR-Zelllinien festgestellt werden, weder unter 

basalen Kulturbedingungen noch nach artifizieller Stressinduktion mit chemischen Stressoren. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun eruiert werden, ob die verlängerte Kultivierung, verbunden 

mit einem Alterungsprozess der Zellen, oder die Langzeitfütterung mit POS mögliche 

Unterschiede besser zum Vorschein bringt. 

Als Marker für oxidativen Stress wurde die Expression der antioxidativen Gene Heme 

oxygenase 1 (HMOX1) und NAD(P)H dehydrogenase (guinone) 1 (NQO1) analysiert. Dies sind 

Zielgene des Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2)-Signalwegs, einem 

Schlüsselsignalweg der oxidativen Stressantwort in allen Zellarten. Als Marker für das 

Komplementsystem wurde die Expression von C3, einem Gen der Komplementkaskade, und 

CFH, einem regulatorischen Protein des Komplementsystems, untersucht. Zuletzt wurde als 

Marker für die mitochondriale Aktivität und Integrität die Expression von Cytochrome C 

Oxidase 4 (COX4) betrachtet. 

Für die Expressionsanalyse wurde die intrazelluläre RNA aufgereinigt und die komplementäre 

cDNA synthetisiert. Mit dieser cDNA wurden mithilfe von qRT-PCR und anschließender 

Auswertung mittels der Delta-Delta CT Methode die relativen intrazellulären mRNA-

Expression der oben beschriebenen Gene analysiert. Der Einfluss des genetischen AMD-

Risikos ist in Abb. 21, A, der Einfluss der POS-Fütterung in Abb. 21, B dargestellt. Bei den 

Markern für das Komplementsystem führte ein hohes genetisches AMD-Risiko und POS-

Fütterung zu einer erhöhten Expression von C3, ebenso führten bei den Markern für oxidativen 

Stress ein hohes genetisches AMD-Risiko und POS-Fütterung zu einer erhöhten Expression 

von NQO1. Diese Unterschiede erreichten jedoch keine statistische Signifikanz, für die anderen 

Marker (CFH, HMOX1 und COX4) zeigten sich keine klaren Tendenzen. 
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Abbildung 21: Effekt des genetischen Hintergrunds und POS-Fütterung als physiologischen Stressor auf intrazelluläre 

mRNA-Expression verschiedener Gene. Es wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien für 90 

Tage auf Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen (+ vs. -) regelmäßig mit Photorezeptor-

Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde RNA aus den Zellen isoliert, die komplementäre cDNA synthetisiert 

und mithilfe von qRT-PCR und der Delta-Delta CT Methode die relative intrazelluläre mRNA-Expression bestimmt, dargestellt 

sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Auf signifikante Einflüsse des genetischen AMD-Risikos (A) und POS-Fütterung 

(B) wurde mithilfe einem Mann-Whitney U-Test analysiert, je nach Fragestellung bestehen die analysierten Daten aus 1-2 

unabhängigen Experimenten mit je 2-8 biologischen Replikaten (*p<0,05).  
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5 Diskussion 

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Einflüsse des genetischen Hintergrunds von hiPSC-RPE-

Zellen und POS-Fütterung, einem physiologischen Stressor, auf verschiedene mit der AMD-

Pathogenese assoziierte Prozesse untersucht werden. Zu diesen Prozessen gehört die Bildung 

einer veränderten EZM und von Drusen (Nita et al., 2014; Fernandez-Godino et al., 2016), die 

veränderte Sekretion von MMPs (Hussain et al., 2011; García-Onrubia et al., 2020) und eine 

veränderte Expression von Genen des Komplementsystems (Frederick et al., 2014; Geerlings 

et al., 2017), der oxidativen Stressantwort (Bellezza, 2018; Ruan et al., 2021) und der 

mitochondrialen Aktivität (Fisher et al., 2018; Kaarniranta et al., 2020). 

Konkret wurde immunhistochemisch die Ablagerung von EZM-Strukturproteinen (FN, 

Laminin, Elastin, Kollagen V und Kollagen IV) und typischer Bestandteile von Drusen bei 

AMD-Patienten (TIMP3, VTN, C9, ApoE, β-Amyloid, Crystallin und Lipide) nachgewiesen. 

Dabei konnten bei FN, Kollagen IV, TIMP3, VTN, C9 und ApoE signifikante Unterschiede 

aufgrund des genetischen AMD Risikos bzw. der POS-Fütterung festgestellt werden. Weiter 

wurde mittels der Gelatine-Zymographie die Aktivität von MMPs bestimmt, hier zeigte sich 

eine differenzielle MMP2-Aktivität abhängig von der Sekretionsrichtung mit einer höheren 

Aktivität im apikalen Kompartiment und Hinweise auf eine gesteigerte Aktivität von MMP2 

bei höherem genetischem AMD-Risiko und POS-Fütterung. Zuletzt wurde die Expression des 

C3- und CFH-Gens als Marker für das Komplementsystem, des HMOX1- und NQO1-Gens als 

Marker für die oxidative Stressantwort und des COX4-Gens als Marker für die mitochondriale 

Aktivität und Integrität auf mRNA-Ebene untersucht. Hier hatten jedoch weder das genetische 

Risiko noch POS-Fütterung als Stressor einen signifikanten Einfluss auf die Expression, 

lediglich für C3 und NQO1 zeigte sich die Tendenz zu einer höheren Expression bei hohem 

genetischem AMD-Risiko bzw. durch den Stressor POS-Fütterung. 

 Untersuchung der hiPSC-RPE Qualität und Verifizierung der POS-Phagozytose 

Die Gewinnung der am Institut für Humangenetik Regensburg für diese Arbeit verwendeten 

hiPSC-RPE-Zellen, sowie deren Ähnlichkeit zu den Zellen des RPE in vivo hinsichtlich 

struktureller und funktioneller Eigenschaften sind im Detail in der Publikation von Brandl und 

Kollegen beschrieben (Brandl et al., 2014). Da die Validität des hiPSC-RPE Zellkulturmodells 

darauf beruht, dass die Merkmale der Zellen und Reaktionen auf verschiedene Stimuli 

möglichst nahe denen des nativen RPE sind (Bharti et al., 2011), wurden auch in dieser Arbeit 

verschieden molekulare und funktionale Eigenschaften der hiPSC-RPE untersucht. Die hierzu 

durchgeführte TEER-Messung ist zwar von vielen Variablen, wie der Anzahl der Zellpassagen 
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und Dauer der Zellkultur oder auch der Temperatur und Elektrodenpositionierung, abhängig, 

dennoch stellt sie eine einfache, zellerhaltende Methode zur Bestimmung der Barrierefunktion 

von Epithelien wie dem RPE dar, die vor allem eine qualitative Aussage, weniger jedoch eine 

quantitative Aussage erlaubt (Brandl et al., 2014; Srinivasan et al., 2015). Die in dieser Arbeit 

gemessenen Widerstände sind in der für RPE-Zellen üblichen Größenordnung (Singh et al., 

2013; Galloway et al., 2017). Zudem konnte die für das RPE jeweils typische Expression von 

ZO-1 (Stevenson et al., 1986; Tarau et al., 2019) bzw. BEST1, β-Catenin und ATP1A1 

(Marmorstein et al., 2000; Brandl et al., 2014) gezeigt werden. Es kann also davon ausgegangen 

werden, dass es sich bei den für die Experimente verwendeten Zellen um hochdifferenzierte 

hiPSC-RPE handelte, die ein valides Modellsystem für die RPE-Zellen in vivo darstellen. 

Dieses Zellkultursystem bietet zudem klare Vorteile gegenüber anderen Modellsystemen, wie 

z. B. verschiedenen Mausmodellen, so ist unter den stark kontrollierten 

Kultivierungsbedingungen die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse höher und es ist besser 

möglich, Veränderungen der Ergebnisse direkt mit gezielten Eingriffen oder dem genetischen 

Hintergrund zu korrelieren (Forest et al., 2015; Malek et al., 2018). Weiter kann durch die 

Verwendung von humanen Zelllinien ein Einfluss von genetischen und physiologischen 

Unterschieden zwischen den Arten vermieden werden (Hornof et al., 2005). Gleichzeitig muss 

jedoch auch auf die daraus entstehenden Limitationen hingewiesen werden, so fehlt in der 

Zellkultur jeglicher systemischer Einfluss auf die RPE-Zellen durch umliegende Gewebe und 

im Serum enthaltene Faktoren (Forest et al., 2015; Malek et al., 2018). Zudem ist das 

chronologische Alter des RPE, mit den entsprechend bedingten Veränderungen, bei 

Krankheitsbeginn um ein Vielfaches höher als die Differenzierungsdauer der hiPSC-RPE. Dies 

wurde in dieser Arbeit zumindest durch eine verlängerte Kultivierungsdauer berücksichtigt, die 

finale Ausreifung der Zellen auf Transwellinserts wurde auf über 90 statt der am Institut 

üblichen 42 Tage erweitert. 

Lipofuszinbildung wird im RPE zu großen Teilen durch POS-Phagozytose induziert (Birch et 

al., 2007). Bei den POS-exponierten Zelllinien war auch nach mehreren Waschschritten die 

Färbung gegen Rhodopsin positiv, es kann also von einer effizienten Phagozytose der POS 

durch die hiPSC-RPE ausgegangen werden. Diese Fähigkeit bestätigt zum einen zusätzlich die 

Ähnlichkeit der in vitro Zellkultur zu den nativen RPE-Zellen (Kwon et al., 2020), außerdem 

war diese Färbung auch 3-5 Tage nach der letzten Fütterung positiv. Zu diesem Zeitpunkt sollte 

der Abbau der POS schon weitestgehend abgeschlossen sein, dies könnte also für eine 

phagolysosomale Akkumulation der POS ähnlich zur Bildung von Lipofuszin in vivo sprechen 

(z. B. auch gezeigt von Singh et al., 2015). Diese Akkumulation in den hiPSC-RPE könnte 
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somit, neben dem direkten metabolischen und oxidativen Stress bei der Phagozytose (Chen et 

al., 2016), ein Erklärungsansatz für die durch POS-Fütterung induzierten Unterschiede in den 

nachfolgenden Experimenten darstellen. Durch Verwendung von modifizierten POS, die deren 

Abbau weiter erschweren, könnte in zukünftigen Untersuchungen dieser Effekte der 

phagolysosomalen Akkumulation noch weiter verstärkt werden (Sundelin et al., 1998; 

Kaemmerer et al., 2007). 

 Einfluss des genetischen Hintergrunds und von POS-Fütterung auf die 

immunhistochemische Analyse der EZM von hiPSC-RPE 

Bei AMD-Patienten kommt es zu vielen Veränderungen der EZM der BrM, so kommt es zu 

einer diffusen Verdickung durch Ablagerung verschiedener Lipide und Proteine, dieses 

Material aggregiert außerdem lokal zu AMD typischen Drusen (Fernandez-Godino et al., 2016; 

Curcio, 2018a). Auch wenn die AMD-Pathologie die funktionelle Einheit aus Retina, RPE und 

Choriocapillaris betrifft, wird der Ort der primären Läsion auf Ebene des RPE vermutet (Zarbin, 

2004). Abzielend auf ein tieferes Verständnis der durch das RPE gebildeten EZM wurde, wie 

auch schon durch andere Arbeitsgruppen, die durch hiPSC-RPE gebildete EZM untersucht. 

Dazu wurde immunhistochemisch gegen Strukturproteine der EZM (FN, Laminin, Elastin, 

Kollagen V und IV) und verschiedene, typische Bestandteile von Drusen (TIMP3, VTN, C9, 

ApoE, β-Amyloid, Crystallin und Lipide) gefärbt, da bekannt ist, dass RPE-Zellen in vitro in 

der Lage sind drusenähnliche Ablagerungen zu bilden (Johnson et al., 2011; Galloway et al., 

2017; Pilgrim et al., 2017). Im Gegensatz zu den meisten vorherigen Arbeiten zur EZM wurde 

es durch Integration von Zelllinien hohen und niedrigen genetischen Risikos im Rahmen dieser 

Arbeit möglich, nicht nur den Effekt exogener Stressoren (z. B. Johnson et al., 2011; Fernandez-

Godino, Bujakowska, et al., 2018) und von starken genetischen Veränderungen, wie 

dominanten Mutationen (z. B. Galloway et al., 2017) und Knock-Outs (z. B. Chinchilla et al., 

2021), zu untersuchen, sondern den wesentlich feineren und komplexen genetischen Einfluss 

multipler, krankheitsassoziierter genetischer Varianten bei der AMD abzubilden. 

Signifikante Unterschiede in den analysierten Parametern durch POS-Fütterung gab es bei den 

Färbungen gegen FN, Kollagen IV, TIMP3, VTN, C9 und ApoE, während das genetische 

Risiko nur zu signifikanten Unterschieden in zwei der Färbungen, gegen TIMP3 und ApoE, 

führte. Dies legt nahe, dass in dem betrachteten Modellsystem die POS-Fütterung als 

implementierter Stressor einen wesentlich stärkeren Effekt auf die EZM Homöostase der 

hiPSC-RPE ausübt als der genetische Hintergrund der Zelllinien. Außerdem auffällig ist auch, 

dass Unterschiede begründet im genetischen Risiko lediglich in der POS-gefütterten Gruppe 
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vorhanden waren. In Einklang mit der verbreiteten Auffassung von AMD als Folge von 

kumulativem Stress über lange Zeit könnte es also sein, dass die genetischen Einflüsse auf die 

EZM Homöostase von ungestressten Zellen nur sehr gering oder gar nicht vorhanden sind, ein 

geeigneter Stressor diese Unterschiede jedoch verstärkt oder sogar erst triggert. Auch andere 

Gruppen konnten das Auftreten von Veränderungen in AMD-assoziierten Zelllinien teilweise 

erst durch die Implementation eines Stressors nachweisen (Golestaneh et al., 2016; Saini et al., 

2018; Gong et al., 2020). Denkbar wäre also, dass eine verstärkte Fütterung mit POS diese 

Unterschiede noch prominenter werden lässt bzw. es besteht die Möglichkeit, dass für die 

untersuchten Proteine, bei denen sich kein Einfluss des Risikos zeigte, lediglich der Stressor 

inadäquat war. So kommen Lu und Kollegen zu dem Schluss, dass verschiedene Induktoren 

von oxidativem Stress zu einem unterschiedlichen Schädigungsmuster an RPE-Zellen führen 

(Lu et al., 2006) und schlussendlich auch über differenzielle Mechanismen zum Zelltod führen 

(Tong et al., 2020). Eine Wiederholung der entsprechenden Experimente mit verschiedenen 

AMD-assoziierten Stressoren in unterschiedlichen Intensitäten könnte hier Klarheit 

verschaffen. Weiter konnten Pilgrim und Kollegen nachweisen, dass mit zunehmender 

Kulturdauer die drusenähnlichen Ablagerungen unter RPE-Zellen in vitro nach 4-6 Wochen 

kaum vorhanden sind, über den Zeitraum von 12 bis 26 Wochen jedoch immer weiter zunehmen 

und sich in ihrer Zusammensetzung verändern (Galloway et al., 2017; Pilgrim et al., 2017). 

Dementsprechend sollte eine Analyse der Auswirkung des genetischen AMD-Risikos auf die 

EZM zu verschiedenen Zeitpunkten in Betracht gezogen werden. So ist es denkbar, dass bei 

stärker gealterten Zellen die Unterschiede deutlicher hervortreten und dass das Wissen über den 

zeitlichen Ablauf zu einem tieferen Verständnis der Kausalitäten für die EZM-Veränderungen 

beiträgt. 

Bei den untersuchten Strukturproteinen der EZM wurden signifikante Unterschiede für FN und 

Kollagen IV gezeigt. Bei FN führte POS-Fütterung zu einer signifikanten Verringerung der 

mittleren Intensität und der Partikelzahl. Es scheint also, als würde der im Modell 

implementierte Stress zu einer verminderten Produktion und Organisation von FN durch 

hiPSC-RPE führen. Bei der Bildung der EZM ist FN eine der zuerst gebildeten Komponenten. 

In vitro Studien haben ergeben, dass der Einbau anderer Proteine in die EZM von einer zuvor 

gebildeten FN Matrix abhängt (Sottile et al., 2002; Kadler et al., 2008). So wäre es denkbar, 

dass eine verminderte, unorganisierte Bildung der FN Matrix einen frühen Schritt in der 

Bildung einer dysfunktionalen, pathologischen EZM und Proteinakkumulation darstellt, wie sie 

bei AMD-Patienten zu sehen sind. Weiter nimmt mit dem Alter der Anteil von FN an der 

Basallamina des RPE ab (Pauleikhoff et al., 2000), auch dies könnte mit der verminderten 
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Produktion durch die mit zunehmendem Alter gestressten Zellen des RPE begründet sein. Auch 

Godino und Kollegen haben gezeigt, dass gestresste RPE-Zellen (hier durch Kultivierung auf 

abnormer EZM) vermindert FN ablagern (Fernandez-Godino, Bujakowska, et al., 2018). 

Andererseits stehen diese Daten im Widerspruch zu Ergebnissen anderer Gruppen, dass RPE-

Zellen von AMD-Patienten mehr als doppelt so viel FN transkribieren bzw. sezernieren (An et 

al., 2007; Gong et al., 2020). Es könnte demnach sein, dass der verminderten FN Ablagerung 

nicht eine mangelnde Produktion durch das RPE, sondern eine gestörte Integration in die EZM 

oder ein verstärkter Abbau zu Grunde liegen. Zudem ist zu berücksichtigen, dass das RPE in 

vivo kein isoliertes System darstellt. So spielt zum Beispiel eine gesteigerte FN Expression der 

Choroidea eine zentrale Rolle bei der Entstehung von CNVs in CNV-Mausmodellen (Zhao et 

al, 2024). Dies verdeutlicht gleichzeitig die Limitationen aber auch die Notwendigkeit von 

Modellsystemen, wie den hier verwendeten hiPSC-RPE, um diese differenziellen Unterschiede 

präzise zu erfassen und herauszuarbeiten. 

Bei der Färbung gegen Kollagen IV zeigte sich in den LR-Zelllinien nach POS-Fütterung eine 

signifikant verringerte Partikelgröße. Dies steht im Einklang mit Daten, dass auch der Anteil 

von Kollagen IV an der Basallamina des RPE mit dem Alter abnimmt (Pauleikhoff et al., 2000) 

und der Notwendigkeit einer bestehenden FN-Matrix für die Ablagerung von Kollagen IV 

(Miller et al., 2014). Dieser Effekt eines Stressors auf die Kollagen IV Ablagerung steht jedoch 

im Widerspruch zu den Ergebnissen vergleichbarer Arbeiten (Galloway et al., 2017; Fernandez-

Godino, Pierce, 2018; Chinchilla et al., 2021) und die zugrundeliegenden Färbungen sind 

subjektiv-morphologisch sowie objektiv-quantitativ nicht von den dazugehörigen Kontrollen 

abgrenzbar. Dementsprechend stellt sich die Frage, ob es sich hier lediglich um zufällige, 

unspezifische Ergebnisse handelt, sodass vor Schlussfolgerungen über die Beteiligung von 

Kollagen IV an der AMD-Pathogenese eine Wiederholung der Experimente notwendig ist. 

Dabei sollten vor allem die Bedingungen der ICC-Färbungen optimiert werden, um eine 

spezifische Anfärbung von Kollagen IV sicherzustellen. 

Bei den untersuchten AMD-typischen Drusenkomponenten wurden signifikante Unterschiede 

für TIMP3, VTN, C9 und ApoE festgestellt. Bei TIMP3 zeigte sich dabei in der EZM Färbung 

ein Einfluss des genetischen Risikos in den POS-gefütterten Zelllinien. Im Gegensatz dazu 

führte in der Drusen-Färbung POS-Fütterung zu einer Erhöhung der Mittleren Intensität in den 

LR-Zelllinien, während das genetische Risiko keinen Einfluss hatte. Das könnte bedeuten, dass 

das genetische Risiko vor allem einen Einfluss auf die Integration von TIMP3 in die EZM hat, 

während der Stressor POS-Fütterung vermehrt auf die Bildung von drusenähnlichen 
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Ablagerungen wirkt. Da alle verwendeten Zelllinien homozygot für die bekannte AMD-

assoziierten Risikovarianten im TIMP3-Lokus sind (Abb. 2), ist zudem anzumerken, dass die 

genetisch bedingten Unterschiede zwischen den HR- und LR-Zelllinien durch den Einfluss des 

weiteren genetischen Kontexts entstehen und nicht primär durch Varianten im TIMP3 Gen. 

Dies passt zu der komplexen Natur der AMD und könnte bedeuten, dass Risikovarianten in 

unterschiedlichen Genen über ähnliche Mechanismen zur Krankheitsentstehung führen. TIMP3 

wirkt inhibitorisch auf MMPs, deren Aktivität für den EZM Abbau im Rahmen von 

Einsprossung neuer Gefäße bei NV-AMD essenziell zu sein scheint (Berglin et al., 2003; 

Lambert et al., 2003). Zudem hat TIMP3 einen direkt antiangiogenen Effekt durch kompetitive 

Hemmung der Bindung von VEGF an den VEGF-Rezeptor (Qi et al., 2003, 2013). TIMP3 

kommt somit mutmaßlich eine entscheidende Rolle darin zu, eine pathologische NV der Retina 

zu verhindern. Dafür spricht auch, dass Nielsen und Kollegen zeigen konnten, dass bei NV-

AMD-Patienten der TIMP3 Spiegel und das TIMP3/MMP2-Verhältnis im Serum im Vergleich 

zu gesunden Probanden bzw. GA-AMD-Patienten erniedrigt sind (Krogh Nielsen et al., 2019). 

Passend dazu präsentierten die HR-Zelllinien, die alle von NV-AMD-Patienten stammen, in 

der EZM Färbung verminderte Signale für TIMP3, insbesondere eine verringerte Partikelgröße 

und -zahl. Andererseits ergaben diverse Studien, dass der TIMP3 Gehalt der BrM bei AMD 

und phänotypisch ähnlichen Makuladystrophien wie z. B. SFD erhöht ist (Kamei et al., 1999; 

Christensen et al., 2017), zudem ist TIMP3 auch ein prominenter Bestandteil der für AMD 

charakteristischen Drusen (Crabb, 2014). Passend hierzu führte POS-Fütterung zu einer 

erhöhten Fluoreszenz in den LR-Zelllinien. Zusammenfassend muss gesagt werden, dass es 

vielfältige Daten gibt, die auf eine Dysregulation der MMPs und TIMPs in der AMD-

Pathogenese hinweisen, jedoch deuten diese teilweise in entgegengesetzte Richtungen (Guo et 

al., 1999; Kamei et al., 1999; Lambert et al., 2003; Hussain et al., 2011; Krogh Nielsen et al., 

2019). Begründet ist dies womöglich in der untersuchten Region der Retina (Makula vs. 

Peripherie), den analysierten Proben (BrM, Interphotorezeptormatrix, Serum), dem Stadium 

und der Spätform, was eine profunde Einordnung der in dieser Arbeit auftretenden 

Unterschiede jedoch nur schwer möglich macht. 

VTN nimmt durch seine zahlreichen Interaktionspartner unter anderem Einfluss auf 

Angiogenese, das Komplementsystem und den Umsatz der EZM (Schvartz et al., 1999; 

Leavesley et al., 2013). Eine grundlegende Beteiligung dieser Prozesse an der AMD-

Pathogenese und eine Akkumulation von VTN in Zellen des RPE und Drusen in vivo und in 

vitro implizieren eine Rolle von VTN im Krankheitsgeschehen (Johnson et al., 2001; Crabb, 

2014; Galloway et al., 2017). Auch Gong und Kollegen konnten eine erhöhte Expression von 
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VTN in hiPSC-RPE von AMD-Patienten nachweisen (Gong et al., 2020). In meiner Arbeit 

blieb der genetische Hintergrund ohne Einfluss auf die VTN Färbungen, hingegen führte der 

Stressor POS-Fütterung zu einer signifikanten Erhöhung der mittleren Intensität in der EZM 

Färbung. Andererseits führte POS-Fütterung zu keinen Unterschieden in der Drusen-Färbung. 

Dies impliziert, dass POS-Fütterung zunächst nur einen Einfluss auf die Ablagerung von VTN 

in die EZM, nicht jedoch die Bildung von Drusen hat und es eventuell erst sekundär zu einer 

Inkorporation von VTN in Drusen kommt. Ähnlich dazu haben Pilgrim und Kollegen gezeigt, 

dass nach einer zu der in meiner Arbeit vergleichbaren Kultivierungsdauer die RPE-Zellen vor 

allem diffus verteilte und nur wenig drusenähnliche Ablagerungen bilden, während nach 190 

Tagen reichlich drusenartige Ablagerungen zu sehen sind. Eine Wiederholung meiner 

Untersuchungen zu einem vergleichbar späten Zeitpunkt könnte hier aufschlussreich sein. 

Dabei sollte zudem beachtet werden, dass die hier verwendeten hiPSC-RPE Zelllinien eine 

heterogene Verteilung bezüglich der p.T400M Risikovariante im VTN-Gen aufweisen (Abb. 2). 

Für diese genetische Variante konnten Biasella und Kollegen eine gesteigerte Sekretion und 

EZM-Ablagerung von VTN in ARPE-19 Zellen, eine vom RPE abstammende Zelllinie, 

nachweisen (Biasella et al., 2020). Dies sollte in zukünftigen Versuchen zu VTN Ablagerungen 

in der Planung und statistischen Auswertung berücksichtigt werden. 

Weiter ergaben die Färbungen gegen C9 eine Erhöhung der Mittleren Intensität und der 

Partikelzahl durch POS-Fütterung. Diese vermehrte Ablagerung unter Stressbedingungen passt 

zu der erhöhten Expression von Komplementfaktoren durch iPSC-RPE in vitro und Ablagerung 

von diversen Komplementfaktoren, insbesondere C9, als Bestandteil von Drusen (Crabb et al., 

2002; Crabb, 2014; Saini et al., 2018). Die Herkunft der Komplementbestandteile von Drusen 

in vivo ist nicht abschließend geklärt, umso interessanter ist die hier gezeigte Ablagerung von 

C9 durch die hiPSC-RPE, zudem gesteigert durch POS-Fütterung. Dies impliziert, dass diese 

Komplementbestandteile von Drusen zumindest in Teilen vom RPE selbst und nicht zwingend 

aus dem Serum, von Zellen des Immunsystems oder der Choroidea stammen, wie teilweise 

angenommen (Penfold et al., 2001; Curcio, 2018b). Entsprechend wäre es interessant mit den 

in dieser Arbeit etablierten Methoden zu untersuchen, ob auch andere Proteine des 

Komplementsystems von den hiPSC-RPE in die EZM abgelagert werden. Insbesondere C3 und 

C5 wären potenzielle Kandidaten, da die Wirksamkeit ihrer Inhibitoren bei der GA-AMD eine 

wesentliche Rolle in der Pathogenese nahelegen (Heier et al, 2023; Khanani et al, 2023). 

Schließlich zeigte die Färbung gegen ApoE, dass in der POS-gefütterten Gruppe ein erhöhtes 

AMD Risiko zu einer signifikanten Verringerung von Mittlerer Intensität, Partikelgröße und -
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zahl führt. Für die genetische Variante p.C112R sind alle Zelllinien homozygot für die 

Risikovariante, während für die p.R158C Variante der Großteil homozygot für die nicht-

Risikovariante ist und LR 2 und LR 4 heterozygot sind (Abb. 2). Diese relativ homogene 

Genetik im APOE-Gen sowie das Auftreten der Tendenzen auch in LR 1 und LR 3 lassen auch 

hier eher einen Einfluss des übrigen genetischen Kontexts vermuten. ApoE ist bei AMD-

Patienten ein prominenter Bestandteil der erkrankungstypischen Drusen (Crabb et al., 2002; 

Wang et al., 2010). Passend dazu konnten Galloway und Kollegen in hiPSC-RPE-Zellen von 

phänotypisch AMD-ähnlichen Makuladegenerationen eine erhöhte ApoE Ablagerung 

nachweisen (Galloway et al., 2017). Auch bei den HR-Zelllinien würde man dementsprechend 

im Kontrast zu den hier erlangten Ergebnissen eine gesteigerte Partikelgröße und -zahl 

erwarten. Gründe für diese widersprüchlichen Ergebnisse könnten die in vitro Bedingungen 

sein, die von den physiologischen Bedingungen in vivo offensichtlich abweichen. So konnten 

Pilgrim und Kollegen zeigen, dass Unterschiede der Oberflächenbeschaffenheit des in der 

Zellkultur verwendeten Transwellfilters zu signifikanten Veränderungen in der Morphologie 

der ApoE-Ablagerungen führen (Pilgrim et al., 2017). Variationen der gewählten Bedingungen, 

wie Kultivierungsdauer, Stressor und Intensität des Stressors, könnten dazu beitragen, die 

physiologischen Bedingungen in vivo besser abzubilden. So führte in anderen Arbeiten z. B. 

oxidativer Stress durch ROS zu einer verminderten ApoE Sekretion durch RPE-Zellen (Meyer 

et al., 2019), während Stress durch Aktivierung des Komplementsystems zu einer gesteigerten 

ApoE Akkumulation beiträgt (Yang et al., 2017). 

 Einfluss des genetischen Hintergrunds und von POS-Fütterung auf die Sekretion 

von MMPs durch die hiPSC-RPE 

Zur EZM Homöostase gehört ein fein-reguliertes Wechselspiel von Auf- und Abbau der 

Matrixkomponenten. Dementsprechend gibt es Hinweise, dass an den bei AMD-Patienten 

beobachteten EZM-Veränderungen auch ein dysregulierter, proteolytischer Abbau beteiligt ist. 

Maßgeblich an diesem EZM-Umsatz beteiligt ist die Enzymfamilie der MMPs, die deshalb im 

Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde. Es konnte mit Gelatine-Zymographie und mithilfe von 

Western-Blot-Analyse die aktive Form von MMP2 im apikalen und basalen Überstand der 

hiPSC-RPE nachgewiesen werden, während das für MMP9 mit keinem der Verfahren gelang. 

Dies stimmt mit bereits veröffentlichten Daten überein, im Allgemeinen wird eine deutliche 

MMP2-Sekretion beobachtet, während keine oder nur geringe Mengen von MMP9 im 

Überstand von RPE-Zellen gefunden werden (Eichler et al., 2002; Hoffmann et al., 2006; Juuti-

Uusitalo et al., 2015). Weiter konnte gezeigt werden, dass die hiPSC-RPE eine apikal 

wesentlich stärkere, proteolytische Aktivität von MMP2 aufweisen, auch dies steht im Einklang 
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mit vorherigen Arbeiten (Padgett et al., 1997; Greene et al., 2017). Jedoch könnte Grund hierfür 

auch der Filtereinsatz als mechanische Barriere sein, der eine Diffusion in das basale 

Kompartiment verhindert. Zwar haben Padgett und Kollegen belegt, dass bei einer Porengröße 

von 3 µm MMP2 nahezu frei durch die Einsätze diffundieren kann (Padgett et al., 1997), die in 

meiner Arbeit verwendeten Filter haben mit 0,4 µm aber zum einen wesentlich kleinere Poren, 

des Weiteren kommt es auch zu Ablagerungen von EZM und Lipiden durch die hiPSC-RPE in 

die Poren, was eine Diffusion weiter erschwert (Pilgrim et al., 2017). 

Bei NV-AMD-Patienten scheint eine erhöhte Aktivität von MMPs signifikant zum Einwachsen 

der neuen Gefäße beizutragen. Bei NV-AMD-Patienten ist das MMP2/TIMP3 Verhältnis im 

Serum signifikant erhöht (Krogh Nielsen et al., 2019) und auch in NV-AMD Mausmodellen 

konnte eine klare Beteiligung von MMP2 an der Entstehung von CNVs gezeigt werden (Kvanta 

et al., 2000; Berglin et al., 2003; Lambert et al., 2003). Zudem berichteten An und Kollegen 

über eine gesteigerte MMP2 Sekretion in primären RPE-Zellen von AMD-Patienten (An et al., 

2007). Passend dazu präsentierten die HR-Zelllinien in dieser Arbeit eine erhöhte Aktivität von 

MMP2 im apikalen Kompartiment. Außerdem führte in den HR- wie auch in den LR-Zelllinien 

die POS-Fütterung zu einer Erhöhung der MMP2-Aktivität im apikalen Überstand, wiederum 

ein Hinweis darauf, dass die RPE-Zellen auf Stress im Zuge der AMD-Pathogenese mit einer 

veränderten MMP2 Sekretion reagieren könnten. Diese erhöhte MMP2 Produktion konnte auch 

für andere, AMD-typische Stressoren wie oxidativen Stress, Zytokine, Komplementfaktoren 

und mechanische Schädigung belegt werden (Eichler et al., 2002; Marin-Castaño et al., 2005; 

Wang et al., 2012; Greene et al., 2017; Fernandez-Godino, Pierce, 2018). Somit wäre es 

denkbar, dass durch eine Inhibition der in den NV-AMD-Patienten verstärkten MMP 

Expression der Krankheitsfortschritt gebremst werden könnte, Studien mit entsprechenden 

Medikamenten sind bis jetzt jedoch nur wenig erfolgreich (Liva et al., 2019). Hier muss bedacht 

werden, dass die proteolytische Aktivität von MMPs nicht nur am Umbau der EZM bei 

Neovaskularisation beteiligt ist, sondern auch der übermäßigen Akkumulation von 

extrazellulärem Material, wie es bei AMD-Patienten der Fall ist, entgegenwirkt. So konnten z. 

B. Amin und Kollegen zeigen, dass MMP2 die Bildung von drusenartigen Ablagerungen unter 

RPE-Zellen in vitro signifikant reduziert (Amin et al., 2004). Abschließend muss jedoch 

beachtet werden, dass bei der Zymographie während der Elektrophorese die MMPs von ihren 

endogenen Inhibitoren, den TIMPs, getrennt werden. Das heißt der in dieser Arbeit gesteigerten 

Aktivität von MMP2 bei hohem genetischen AMD-Risiko bzw. durch POS-Fütterung wird im 

Überstand der Zellen womöglich durch eine gesteigerte Konzentration der TIMPs 

entgegengewirkt, sodass die Nettoaktivität unverändert bleibt. Für mehr Klarheit ist 
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dementsprechend eine Aktivitätsanalyse in den Überständen ohne vorherige Auftrennung 

durchzuführen oder zusätzliche eine Analyse der TIMPs in den Überständen, z. B. via ELISA, 

nötig. Zusammenfassend ist somit unbedingt ein tieferes Verständnis des komplexen Systems 

aus MMPs und TIMPs, auf welchen Mechanismen die reaktiven Veränderungen der Sekretion 

beruhen und welche Rolle sie in der AMD-Pathogenese spielen, notwendig. 

Die Western-Blot-Analyse von MMP2 steht teilweise im Widerspruch zu den Resultaten der 

Gelatine-Zymographie. Zum einen waren hier, vor allem bei den POS-gefütterten Zelllinien, 

pro-MMP2 Banden zu erkennen. Da es bei der Zymographie aber nur zu einer partiellen 

Aktivierung des Proenzyms mit nur ca. 35% der Aktivität kommt (Ren et al., 2017), ist es 

denkbar, dass hier zwar durchaus eine gewisse Proteolyse der Gelatine stattfindet, diese jedoch 

unter der Detektionsgrenze bleibt. Zudem war in den Western-Blots kein klarer Unterschied 

der Proteinmenge abhängig von der Sekretionsrichtung zu sehen, dies könnte Folge der 

unterschiedlichen Nachweisprinzipien sein. Während bei der Western-Blot-Analyse ein reiner 

Nachweis des antigenen Epitops, korrelierend mit der Proteinmenge, erfolgt, ist für die 

Zymographie zudem die proteolytische Funktionalität essenziell. Das könnte bedeuten, dass 

den in der Zymographie beobachteten Unterschieden zwischen dem apikalen und basalen 

Überstand kein absoluter Mengenunterschied des Proteins zugrunde liegt, sondern ein 

Unterschied im Aktivierungsgrad der Enzyme. Gründe für solche Aktivitätsunterschiede von 

MMP2 sind vielfältig, sie können z. B. durch Phosphorylierung, Glykosylierung oder sonstige 

posttranslationale Modifikation des Proteins entstehen (Jacob-Ferreira et al., 2013; Madzharova 

et al., 2019). Des Weiteren schien bei der Western-Blot-Analyse auch das genetische AMD-

Risiko keinen eindeutigen Einfluss auf die Bandenintensität zu haben, die 

Aktivitätsunterschiede in der Zymographie könnten demnach auch hier in einer veränderten 

Funktionalität und Aktivierung von MMP2, abhängig vom genetischen AMD-Risiko, 

begründet sein. Durch POS-Fütterung sieht man hingegen in der Western-Blot-Analyse 

deutliche Unterschiede, so ist die pro-MMP2 Bande bei den nicht gestressten Zelllinien nicht 

oder nur schwach zu erkennen, während sie bei allen POS-gefütterten Zelllinien deutlich 

hervortritt. Dies könnte dafür sprechen, dass die in der Zymographie beobachtete Zunahme der 

MMP2-Aktivität durch POS-Fütterung nicht nur in einer veränderten Funktionalität und 

Aktivität, sondern auch in einer vermehrten Sekretion des Proenzyms und anschließenden 

Aktivierung zum reifen Enzym begründet ist. Um diesen Hypothesen weiter nachzugehen, wäre 

es sinnvoll zum einen die zugrunde liegenden Experimente zu replizieren, um die beobachteten 

Ergebnisse zu verifizieren. Des Weiteren sollte für die genauere Einordnung eine Bestimmung 

der absoluten Proteinmengen durchgeführt werde, indem z. B. die ELISA Bedingungen 
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optimiert werden oder beim Western-Blot Referenzproben mit definierter Proteinmenge 

geladen werden.  

 Einfluss des genetischen Hintergrunds und von POS-Fütterung auf die Expression 

AMD-assoziierter Gene 

Eine chronische Überaktivierung des Komplementsystems scheint ein entscheidender Faktor in 

der AMD-Pathogenese zu sein (Frederick et al., 2014; Geerlings et al., 2017). Das Auge ist 

dabei in gesunden Personen ein immunprivilegiertes Organ, sodass das RPE eine der 

Hauptquellen für die Proteine des Komplementsystems darstellt (Xu et al., 2016). Studien 

haben belegt, dass RPE-Zellen von AMD-Patienten und ähnlichen degenerativen 

Makulaveränderungen bzw. unter Einfluss verschiedener AMD-assoziierter Stressoren eine 

differentielle Expression verschiedener Gene des Komplementsystems aufweisen (McHarg et 

al., 2016; Galloway et al., 2017; Saini et al., 2018). In den hier präsentierten Ergebnissen zeigte 

sich eine erhöhte Expression des C3-Gens bei den Zelllinien mit hohem genetischen Risiko für 

AMD, dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant. Genauso führte POS-

Fütterung zu einem Anstieg der C3-Expression. Für das regulatorische Protein CFH zeigten 

sich keine Trends. Dies könnte bedeuten, dass die genetische Suszeptibilität für AMD und POS-

Fütterung keinen oder einen nur geringen Einfluss auf die Expression dieser beiden Gene haben. 

Andererseits ist auch denkbar, dass die gewählten Bedingungen nicht geeignet waren, um 

entsprechende Unterschiede hervorzubringen. Eine noch längere Kultivierung könnte 

Alterungsprozesse der hiPSC-RPE weiter betonen, wie es auch in anderen Arbeiten zur EZM 

von RPE-Zellen in vitro der Fall ist (Galloway et al., 2017; Pilgrim et al., 2017). Die POS-

Phagozytose und der damit verbundene metabolische und oxidative Stress könnten durch eine 

häufigere Fütterung verstärkt werden, während die POS-Fütterung in dieser Arbeit 2-mal pro 

Woche stattfand, wurden in anderen Arbeiten dem Medium zum Teil täglich POS zugesetzt 

(Krohne et al., 2010; Dalvi et al., 2019; Nachtigal et al., 2020). Saini und Kollegen konnten 

außerdem zeigen, dass der Zelldifferenzierungsfaktor Nikotinamid im Kultivierungsmedium 

die Ausprägung eines Phänotyps in Form einer erhöhte Expression von Genen des 

Komplementsystems in hiPSC-RPE von AMD-Patienten verhindert (Saini et al., 2018). 

Nikotinamid war auch in meiner Arbeit im Kulturmedium der Zellen enthalten, eine 

Wiederholung der Experimente ohne den Zusatz von Nikotinamid könnte dementsprechend 

eventuell Unterschiede in der Expression von Komplementgenen, aber auch anderen hier 

untersuchten Aspekten wie der EZM Homöostase, hervorbringen. 
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Ein weiterer Faktor der AMD-Pathogenese sind oxidative Schäden durch freie Radikale am 

RPE und an den umliegenden Geweben. Um dies abzubilden, wurde die Expression von 

HMOX1 und NQO1, zwei wichtigen, antioxidativen Zielgenen des NRF2 Signalwegs, 

betrachtet (Zhang, 2006; Sachdeva et al., 2014). Unter den in dieser Arbeit etablierten 

Bedingungen war die Expression von NQO1 in den HR-Zelllinien etwas erhöht, dieser Trend 

zeigte sich auch schon in vorherigen Untersuchungen der Zelllinien am Institut. Dies könnte 

bedeuten, dass es in den HR-Zelllinien, wie auch im RPE von AMD-Patienten, zu vermehrtem 

oxidativen Stress kommt. In dem verwendeten Zellmodellsystem gab es keine systemischen 

Einflüsse, die diesen erhöhten oxidativen Stress erklären könnten, die Quelle wären demnach 

intrinsischer Natur. So wäre eine erhöhte Entstehung von ROS durch einen gestörten 

Metabolismus oder aufgrund geschädigter Mitochondrien denkbar. Auch eine veränderte EZM 

kann sowohl zu einer gesteigerten intrazellulären ROS Produktion führen (Huang et al., 2017), 

als auch Zellen für extrazelluläre ROS sensibilisieren (Chittiboyina et al., 2018). Andererseits 

ist denkbar, dass die erhöhte NQO1-Expression in den HR-Zelllinien nicht primäre Konsequenz 

von oxidativem Stress ist, sondern eine konstitutiv gesteigerte Expression vorliegt. Dies könnte 

bedeuten, dass die HR-Zelllinien über gesteigerte antioxidative Kapazitäten verfügen, so 

konnte z. B. nachgewiesen werden, dass RPE-Zellen von AMD-Patienten zwar initial einen 

reduzierten Energiemetabolismus aufweisen, dieser jedoch resistenter gegen den 

Negativeinfluss von oxidativem Stress ist (Ferrington et al., 2017). Für das zweite Zielgen, 

HMOX1, zeigten sich hingegen keine Hinweise auf einen Einfluss durch das genetische AMD-

Risiko oder POS-Fütterung. Auch hier stellt sich die Frage, ob solche Einflüsse nicht oder nur 

gering vorhanden sind oder ob die gewählten Bedingungen nicht geeignet waren, um 

existierende Unterschiede klar hervorzubringen. 

Zuletzt stellt sich die Frage, über welche Mechanismen die POS-Fütterung als Stressor wirkt. 

Bei der immunhistologischen Untersuchung des abgelagerten EZM führte POS-Fütterung zu 

mehreren signifikanten Unterschieden und die Aktivität von MMP2 im Kultivierungsmedium 

wurde gesteigert. POS führt zum einen direkt bei der Phagozytose zu metabolischem Stress, 

zum anderen trägt das Verbleiben von nicht degradierbaren Anteilen zur Bildung von 

Lipofuszin in den Zellen des RPE bei, dieses Alterspigment begünstigt wiederum unter 

anderem oxidativen Stress (Gaillard et al., 1995; Kaemmerer et al., 2007). POS-Fütterung 

führte im betrachteten Zellmodell zu einer gesteigerten Expression des antioxidativen Gens 

NQO1 und des Komplementfaktors C3. Womöglich führte die Bildung von Lipofuszin also zu 

einer chronisch erhöhten Bildung von ROS, resultierend in oxidativem Stress und einer 

chronischen Inflammationsreaktion. Oxidativer Stress und chronische Inflammation führt dabei 
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auch in anderen Erkrankungen zu einer erhöhten MMP Expression (Kameda et al., 2003; Ali et 

al., 2009) und reaktiven Veränderungen in der EZM (Mack, 2018; Shu et al., 2020), was die 

durch POS-Fütterung induzierten Unterschiede in den anderen Experimenten erklären könnte. 

Die Klärung solcher Kausalitäten bedarf jedoch weiterer Untersuchung. 

 Fazit 

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des genetischen Hintergrunds von hiPSC-RPE-Zellen und 

einem implementierten Stressor, POS-Fütterung, auf die Bildung von EZM und 

drusenähnlichen Ablagerungen, die Sekretion von MMPs und die Expression AMD-

assoziierter Gene untersucht. Bei der Analyse der EZM und der drusenähnlichen Ablagerungen 

zeigten sich signifikante Einflüsse durch POS-Fütterung und in geringerem Maße auch durch 

den genetischen Hintergrund. Weiter führte POS-Fütterung und der genetische Hintergrund zu 

einer differentiellen Aktivität von MMPs und leicht erhöhten Expression von C3 und NQO1, 

diese erreichten jedoch keine statistische Signifikanz. Insgesamt liefern die hier vorgestellten 

Ergebnisse einen Beitrag zur Klärung der Pathomechanismen der AMD, insbesondere unter 

Berücksichtigung der genetischen AMD-Suszeptibilität. Darüber hinaus stehen die im Rahmen 

dieser Arbeit etablierten, reproduzierbaren Versuchsprotokolle für weitere Forschung zu der 

EZM Homöostase der hiPSC-RPE Zelllinien zur Verfügung. 
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6 Zusammenfassung 

Die AMD ist eine häufige, chronisch-progrediente Erkrankung der zentralen Netzhaut und der 

häufigste Grund für Erblindung in der westlichen Welt (Resnikoff et al., 2004). AMD zählt zu den 

komplexen Erkrankungen, die individuelle Genetik trägt dabei erheblich zum Erkrankungsrisiko 

bei (Seddon et al., 2005; Fritsche et al., 2016). Zu den typischen Veränderungen im Rahmen der 

Pathogenese gehört eine Anreicherung einer veränderten EZM und die Bildung von lipid- und 

proteinreichen Drusen basal und apikal vom RPE. Zudem scheinen eine chronische 

Überaktivierung des Komplementsystems und oxidativer Stress an der Pathogenese beteiligt zu sein 

(Bhutto et al., 2012; Ruan et al., 2021). Die genauen Pathomechanismen, die zu diesen 

Veränderungen führen, sind bislang jedoch nicht vollständig verstanden. 

In dieser Arbeit wurden zwei der Risikofaktoren für die Entstehung von AMD, genetische 

Prädisposition und metabolisch-oxidativer Stress, in einem in vitro RPE Zellmodell kombiniert. 

Dazu wurden hiPSC-RPE-Zellen, abgeleitet von an AMD erkrankten Patienten bzw. Kontrollen mit 

definiertem, genetischem Risiko verwendet. Zudem wurde bei einem Teil der Zellen durch die 

Langzeitfütterung mit POS ein physiologischer Stressor implementiert. Um einen weiteren 

wichtigen Risikofaktor, fortgeschrittenes Alter, adäquat zu berücksichtigen, wurden die Zellen vor 

der Durchführung der Experimente länger als bisher am Institut üblich kultiviert. Im Rahmen der 

Arbeit wurde zunächst bestätigt, dass die Qualität der hiPSC-RPE-Zellen durch die veränderten 

Kultivierungsbedingungen nicht beeinträchtigt wurde, da die Differenzierung und Intaktheit der 

Zellen essenziell für die Validität des Modells zur AMD Forschung ist. Des Weiteren wurden 

geeignete experimentelle Protokolle für die Analyse der durch die Zellen gebildeten EZM und 

Ablagerungen etabliert. Mithilfe von Laserscanningmikroskopie wurde die Ablagerung von 

Strukturproteinen der EZM (FN, Laminin, Elastin, Kollagen IV und V) und von typischen 

Drusenkomponenten (C9, VTN, TIMP3, ApoE, β-Amyloid, Crystallin, Lipide) untersucht. Hier 

konnten, abhängig vom betrachteten Protein, Einflüsse des genetischen Risikos und des Stressors 

POS-Fütterung auf die Menge und Morphologie der Ablagerungen gezeigt werden. Auffällig schien 

dabei, dass vor allem POS-Fütterung Einfluss nimmt, während das genetische Risiko eher geringe 

Effekte auf die Bildung von EZM und drusenartigen Ablagerungen hatte. Als wichtigen Faktor für 

den physiologischen Auf- und Abbau der EZM wurde zudem die Sekretion und Aktivität von 

MMPs durch die hiPSC-RPE analysiert. Hier war im apikalen Kompartiment wesentlich stärkere 

Aktivität von MMP2 vorhanden, die durch ein hohes genetisches AMD Risiko und POS-Fütterung 

weiter gesteigert wurde. In einem zusätzlichen Projekt wurden via qRT-PCR die Expression von 

Genen der oxidativen Stressantwort (HMOX1, NQO1), des Komplementsystems (C3, CFH) und 

der mitochondrialen Aktivität und Integrität (COX4) untersucht. Hier führte ein hohes genetisches 

AMD Risiko und POS-Fütterung zu einer geringfügig gesteigerten Expression von NQO1 und C3. 
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Inwiefern die in dieser Arbeit gezeigten Veränderungen kausal zusammenhängen oder parallele, 

voneinander unabhängige, Phänomene sind und inwieweit sie zur AMD-Pathogenese beitragen, 

bedarf weiterer Untersuchungen.  
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7 Abstract 

AMD is a common, degenerative disease of the central retina and the most common cause of 

blindness in the western world (Resnikoff et al., 2004). AMD is a complex disease, with individual 

genetics contributing significantly to the risk of disease (Seddon et al., 2005; Fritsche et al., 2016). 

Typical changes in the pathogenesis include an accumulation of an altered ECM and the formation 

of lipid- and protein-rich drusen basal and apical to the RPE. In addition, chronic overactivation of 

the complement system and oxidative stress appear to be involved in the pathogenesis (Bhutto et 

al., 2012; Ruan et al., 2021). However, the exact pathomechanisms leading to these changes are not 

yet fully understood. 

In this study, two of the risk factors for the development of AMD, genetic predisposition and 

metabolic-oxidative stress, were combined in an in vitro RPE cell model. For this purpose, hiPSC-

RPE cells derived from AMD patients and controls with defined genetic risk were used. In addition, 

a physiological stressor was implemented in some of the cells by long-term feeding of POS. In order 

to adequately take into account another important risk factor, advanced age, the cells were cultivated 

for a longer time period than in previous investigations at the institute before the experiments were 

carried out. In the course of the work, it was first confirmed that the quality of the hiPSC-RPE cells 

was not affected by the changed cultivation conditions, as the  integrity of the cells is essential for 

the validity of the model for AMD research. Furthermore, suitable experimental protocols were 

established for the analysis of the ECM and deposits formed by the cells. Using laser scanning 

microscopy, the deposition of structural proteins of the ECM (FN, laminin, elastin, collagen IV and 

V) and of typical drusen components (C9, VTN, TIMP3, ApoE, β-amyloid, crystallin, lipids) was 

investigated. Here, depending on the protein examined, influences of the genetic risk and the 

stressor POS-feeding on the quantity and morphology of the deposits could be shown. It was 

striking that POS-feeding in particular had an influence, while genetic risk had only a minor effect 

on the formation of ECM and drusen-like deposits. Furthermore, the secretion and activity of MMPs 

by the hiPSC-RPE was investigated, as MMPs play an important role in the physiological formation 

and degradation of the ECM. A much stronger activity of MMP2 in the apical compartment could 

be shown, which was further increased by a high genetic AMD risk and POS-feeding. 

In an additional project, the expression of genes of the oxidative stress response (HMOX1, NQO1), 

the complement system (C3, CFH) and mitochondrial activity and health (COX4) were investigated 

via qRT-PCR. Here, high genetic AMD risk and POS-feeding led to slightly increased expression 

of NQO1 and C3. The extent to which the changes shown in this work are causally related or are 

parallel, independent phenomena and to what extent they contribute to AMD pathogenesis requires 

further investigation.  



Abkürzungsverzeichnis 

83 

 

8  Abkürzungsverzeichnis 

Abkürzung  Erklärung 

Abb. Abbildung 

AMD altersbedingte Makuladegeneration 

ApoE Apolipoprotein E 

AREDS age-related eye disease study 

ARMS2/HTRA1 age-related maculopathy susceptibility 2/high-

temperature requirement A serine peptidase 1 

ATP1A1 ATPase Na+/K+ Transporting Subunit Alpha 1 

BEST-1 Bestrophin 1 

BLamD basal laminar deposits 

BLinD basal linear deposits 

BrM Bruchmembran 

C1-9 Komplementfaktor 1-9 

CFH Komplementfaktor H 

CNV choroidale Neovaskularisation 

COX4 Cytochrome C Oxidase 4 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

EZM extrazelluläre Matrix 

FN Fibronectin 

GA-AMD geographische Atrophie, trockene AMD 

hiPSC humane, induziert pluripotente Stammzellen 

HMOX1 Heme oxygenase 1 

HR Hochrisiko, hohes genetisches AMD-Risiko 

ICC Immunzytochemie 

LR Niedrigrisiko, geringes genetisches AMD-Risiko 

MAC Membranangriffskomplex 

MMP Matrix-Metalloproteinase 

NQO1 NAD(P)H dehydrogenase (guinone) 1 

NRF2 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 

NV-AMD Neovaskuläre AMD 
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POS photoreceptor outer segments, äußere 

Photorezeptorensegmente 

qRT-PCR quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion 

ROS reactive oxygen species, reaktive 

Sauerstoffspezies 

RPD Reticular Pseudodrusen 

RPE retinales Pigmentepithel 

SDS-PAGE Sodiumdodecylsulfat 

Polyacrylamidgelektrophorese 

SFD Sorsby-Fundusdystrophie 

TEER  transepithelialer elektrischer Widerstand 

TIMP tissue inhibitor of matrixmetalloproteinases 

TBS(-T) Tris-buffered saline (with Tween® 20) 

VEGF vascular endothelial growth factor 

VTN Vitronectin 

z. B. zum Beispiel 

ZO-1 Zonula occludens Protein 1 
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15 Appendix 

Im Folgenden werden für die Färbungen von EZM- und Drusenbestandteilen aus Kapitel 4.2.1 

und 4.2.2 ausführliche Zusammenstellungen repräsentativer Fluoreszenzphotographien 

gezeigt. Die entsprechenden Bilder für die HR-Zelllinien 1/2 mit POS und die LR-Zelllinien 

2/4 mit POS fehlen dabei aufgrund von Problemen bei der Kultivierung. 

Für die Färbungen wurden 4 Hochrisiko (HR)-Zelllinien und 4 Niedrigrisiko (LR)-Zelllinien 

für 90 Tage auf Transwell Filtereinsätzen kultiviert, ab Tag 42 wurde ein Teil der Zellen 

regelmäßig mit Photorezeptor-Außensegmenten (POS) gefüttert. Nach 90 Tagen wurde die 

Filtereinsätze mit Zelllysepuffer bzw. Trypsin dezellularisiert und mit Antikörpern gegen das 

entsprechende Protein bzw. Lipide mit Nilrot gefärbt. Die Bilder wurden mithilfe konfokaler 

Laserscanningmikroskopie bei 10x Vergrößerung aufgenommen (Scale bars: 100 µm). 
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 ICC-Analyse von Strukturproteinen der EZM 

 

Abbildung 22: Ausführliche Zusammenstellung der Fluoreszenzphotographien der Färbung gegen FN. 
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Abbildung 23: Ausführliche Zusammenstellung der Fluoreszenzphotographien der Färbung gegen Laminin. 
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Abbildung 24: Ausführliche Zusammenstellung der Fluoreszenzphotographien der Färbung gegen Elastin. 
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Abbildung 25: Ausführliche Zusammenstellung der Fluoreszenzphotographien der Färbung gegen Kollagen V. 
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Abbildung 26: Ausführliche Zusammenstellung der Fluoreszenzphotographien der Färbung gegen Kollagen IV. 
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 ICC-Analyse von AMD-typischen Proteinen und Lipiden als Bestandteil von Drusen 

 

Abbildung 27: Ausführliche Zusammenstellung der Fluoreszenzphotographien der Färbung gegen C9 bei Ablösen der 

Zellen mit Zelllysepuffer. 
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Abbildung 28: Ausführliche Zusammenstellung der Fluoreszenzphotographien der Färbung gegen C9 bei Ablösen der 

Zellen mit Trypsin. 



Appendix 

121 

 

Abbildung 29: Ausführliche Zusammenstellung der Fluoreszenzphotographien der Färbung gegen VTN bei Ablösen 

der Zellen mit Zelllysepuffer. 
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Abbildung 30: Ausführliche Zusammenstellung der Fluoreszenzphotographien der Färbung gegen VTN bei Ablösen 

der Zellen mit Trypsin. 
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Abbildung 31: Ausführliche Zusammenstellung der Fluoreszenzphotographien der Färbung gegen TIMP3 bei Ablösen 

der Zellen mit Zelllysepuffer. 
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Abbildung 32: Ausführliche Zusammenstellung der Fluoreszenzphotographien der Färbung gegen TIMP3 bei Ablösen 

der Zellen mit Trypsin. 
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Abbildung 33: Ausführliche Zusammenstellung der Fluoreszenzphotographien der Färbung gegen ApoE. 
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Abbildung 34: Ausführliche Zusammenstellung der Fluoreszenzphotographien der Färbung gegen β-Amyloid. 
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Abbildung 35: Ausführliche Zusammenstellung der Fluoreszenzphotographien der Färbung gegen Crystallin. 
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Abbildung 36: Ausführliche Zusammenstellung der Fluoreszenzphotographien der Färbung von Lipiden mit dem 

Farbstoff Nilrot. 


