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1 Zusammenfassung / Summary
1 Zusammenfassung

1.1 Zusammenfassung (Deutsch)

Hintergrund und Ziele

Die kongenitale PAX6-Aniridie fiihrt in 20% der Falle zur Aniridie-assoziierten Keratopathie (AAK)
und geht mit Differenzierungsstorungen von Limbusepithelzellen (LEZ) bzw. einer
Limbusstammzellinsuffizienz einher. In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass in LEZ von AAK-
Patienten und im Aniridie-Zellmodell die Genexpression der am Retinolstoffwechsel beteiligten
Enzyme ADH7 und ALDH1A1 sowie die Genexpression der Differenzierungsmarker DSG1 und KRT3

reduziert ist.

Ziel der Studie war es zu ermitteln, ob die Differenzierung der LEZ iiber die Behandlung mit
Retinolderivaten gesteigert oder durch eine Herunterregulation von ADH7 mittels siRNA vermindert
werden kann. Auflerdem wurde untersucht, ob der ABC-Transporter ABCG2 am Retinoltransport aus
der Zelle beteiligt sein kdnnte. Dazu wurden die Auswirkungen von Retinol in Anwesenheit eines

ABCG2-Blockers analysiert.

Methoden

Aus gesunden Spenderhornhduten wurden LEZ isoliert, kultiviert und mit Retinol und Retinsdure fiir
jeweils 24 Stunden (0,5 uM, 1,5 uM) sowie 48 Stunden (1 uM, 5 uM) inkubiert. LEZ wurden zudem
mit Retinol (100 nM) sowie einem ABCG2-Blocker (100 nM) fiir 48 Stunden inkubiert. Zusétzlich
wurden die LEZ mit siRNA gegen ADH7 (5 nM) fir 48 Stunden behandelt. Folgende
Transkriptionslevel ~wurden mit qPCR analysiert: PAX6, ADH7, ALDHIAL, die
Differenzierungsmarker KRT3, KRT12, KRT19 und DSG1, der potenzielle Stammzellmarker ABCG2,
der Proteaseinhibitor SPINK7 und der Proliferationsmarker Ki67. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels one-way ANOVA und anschlieBendem Dunnett’s- bzw. Tukey multiple comparisons test. Die
Untersuchung der Proteinmengen von PAX6, ADH7 und KRT12 nach Behandlung mit Retinolderivaten
fiir 48 Stunden erfolgte mittels Western Blot. Die densitometrische Analyse der Proteinbanden erfolgte
mit ImageJ. Fiir die statistische Auswertung wurde ein one-way ANOVA mit anschlieBendem

Dunnett’s- bzw. Tukey multiple comparisons test durchgefiihrt.

Ergebnisse

Die Genexpression von PAX6 war unter Retinol-Behandlung erhoht (pmax=0,0025) und unter
Retinsdure-Behandlung vermindert (pmax= 0,0448). Die Genexpression von ABCG2 (p=0,0024),
SPINK7 (pmax= 0,0198), DSG1 (pmax= 0,0023), Ki67 (pmax= 0,0354) und KRT3 (pmax= 0,0103) war nach

1



1 Zusammenfassung / Summary

Behandlung mit Retinolderivaten signifikant reduziert. Die Marker KRT12 (pmax= 0,0341) und KRT19
(p= 0,0394) waren signifikant erhoht, die Marker ADH7 und ALDH1A1 waren unverindert.

Die Proteinexpression von PAX6 war durch die Behandlung mit Retinolderivaten nicht signifikant
verdndert (p> 0,16). Die Proteinexpression des Markers ADH7 war unter der Behandlung mit Retinsdure
signifikant reduziert (p= 0,028 fiir 5 uM) und mit Retinol-Behandlung signifikant erhoht (p= 0,049 fiir
1 uM; p= 0,048 fiir 5 uM). Die Proteinexpression von KRT12 war durch die Behandlung mit Retinsidure
signifikant hochreguliert (p= 0,038 fiir 5 uM).

Die Behandlung mit dem ABCG2-Blocker zeigte keine signifikanten Verédnderungen der untersuchten

Marker.

Im siRNA-Modell gegen ADH?7 lieB3 sich eine stark herunterregulierte mRNA von ADH7 feststellen,

die anderen Marker waren nicht signifikant veréndert.

Schlussfolgerungen

Die Differenzierung von LEZ wird durch die Behandlung mit Retinolderivaten nicht gefordert. Die
mittels siRNA induzierte Herunterregulation von ADH?7 hat keinen Effekt auf die Differenzierung der
LEZ. Der ABC-Transporter ABCG2 hat keinen Einfluss auf den Auswirtstransport von Retinol aus
LEZ. Es gibt Hinweise auf ein mogliches Uberangebot von Retinolderivaten in LEZ bei kongenitaler

Aniridie.



1 Zusammenfassung / Summary

1.2 Summary

Backeround and purpose

PAXo6-aniridia leads to aniridia-associated keratopathy (AAK) in 20% of cases and is associated with
differentiation disorder of limbal epithelial cells (LEC) or limbal stem cell insufficiency. In LEC of
AAK patients and in the aniridia cell model, gene expression of the enzymes ADH7 and ALDH1A1
(involved in retinol metabolism) is reduced together with expression of the differentiation markers

DSG1 and KRTS3.

The purpose of the study was to determine whether the differentiation of LEC is increased by treatment
with retinol derivatives or decreased by downregulation of ADH7 via siRNA. We also aimed to
investigate whether the ABC transporter ABCG2 may be involved in retinol transport from the cell. For

this purpose, the impact of the retinol effect in presence of an ABCG2 blocker was analyzed.

Methodology

LEC were isolated from healthy donor corneas, cultured and incubated with retinol and retinoic acid for
24 hours (0.5 uM, 1.5 uM) and 48 hours (1 uM, 5 uM), respectively. LEC were also incubated with
retinol (100 nM) as well as an ABCG2 blocker (100 nM) for 48 hours. In addition, LEC were treated
with siRNA against ADH7 (5 nM) for 48 hours. The following transcription levels were analyzed with
qPCR: PAX6, ADH7, ALDH1AI, the differentiation markers KRT3, KRT12, KRT19, and DSGI, the
potential stem cell marker ABCG2, the protease inhibitor SPINK7 and the proliferation marker Ki67.
Statistical evaluation was performed by one-way ANOVA followed by Dunnett's or Tukey multiple
comparisons test. The analysis of the protein amount of PAX6, ADH7, and KRT12 after treatment with
retinol derivatives for 48 hours was performed by Western blot. The densitometric analysis of the protein
bands was performed with ImageJ and the statistical evaluation by one-way ANOVA and the subsequent

Dunnett's or Tukey multiple comparisons test.

Results

PAX6 mRNA expression was increased after treatment with retinol (pmax= 0.0025) and decreased after
treatment with retinoic acid (pmax= 0.0448). ABCG2 (p= 0.0024), SPINK7 (pmax= 0.0198), DSG1
(Pmax= 0.0023), Ki67 (pmax= 0.0354) and KRT3 mRNA expression (pmax= 0.0103) was significantly
decreased after treatment with retinol derivatives. mRNA expression of the markers KRT12 (pmax=
0.0341) and KRT19 was significantly increased (p=0.0394), whereas ADH7 and ALDH1A1 mRNA

expression remained unchanged.
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PAXG6 protein expression remained unchanged following by treatment with retinol derivatives (p=>0.16).
ADH7 protein expression was significantly reduced after retinoic acid treatment (p= 0.028 for 5 uM)
and increased significantly following retinol treatment (p= 0.049 for 1 uM; p=0.048 for 5 uM). KRT12

protein expression was significantly upregulated through retinoic acid treatment (p= 0.038 for 5 pM).

Treatment with the ABCG2 blocker showed no significant effect on expression of the investigated

markers.

In the siRNA model against ADH7, a strongly downregulated ADH7 mRNA expression could be

verified, however, expression of the other analyzed markers did not change significantly.
Conclusions

LEC differentiation is not stimulated by retinol derivate treatment. The siRNA induced downregulation
of ADH7 does not influence LEC differentiation. ADH7 downregulation using siRNA has no effect on
LEC differentiation. The ABC transporter ABCG2 has no influence on the outward transport of retinol
from LEC. There is evidence for a possible oversupply of retinol derivatives in LEC, in congenital

aniridia.



2 Einleitung
2 Einleitung

2.1 Anatomie

2.1.1 Kornea

Die Kornea stellt den duBSersten Teil des Auges dar und hat zwei wichtige Funktionen: Zum einen ist sie
eine mechanische Barriere gegen duflere Einfliisse. Zum anderen ist sie transparent und hat mit 43 dpt
den grofiten Anteil an der Brechkraft. Eine Einschrinkung dieser Funktionen hat einen Visusverlust
sowie eine erhohte Anfalligkeit fiir mechanisch-, chemisch- oder infektios bedingte Schiden des Auges

zur Folge.

Histologisch besteht die Kornea aus 5 Schichten: Von distal nach proximal ist die Kornea aus
mehrschichtig unverhorntem Plattenepithel, der Bowman-Lamelle, dem Stroma, der Descemet-

Membran und dem Endothel aufgebaut.

2.1.2 Limbus und Limbusepithelzellen

- Differenzierte Epithelzelle
« TA- Epithelzelle
«  Limbusepithelstammzelle

. Nischezelle
« Blutgefaly

. - : :
Konjunktiva ~Limbus ~ Peribhere 1 comea

Cornea

Abbildung 1. Anatomie des Limbus mit Differenzierungsschritten von Limbusepithelstammzellen. Die Abbildung zeigt die
einzelnen Differenzierungsstadien einer Limbusepithelstammzelle aus der Vogt'schen Palisade bis zur differenzierten
kornealen Epithelzelle. Quelle: Rubelowski, 2018, [87]
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Der Limbus corneae stellt den Ubergang der Kornea in die Sklera dar, die von der Konjunktiva iiberdeckt
ist. In einer Stammzellnische, die sich innerhalb der Vogt'schen Palisaden befindet [19,109], sitzen die
Limbusepithelzellen (LEZ) (siche Abb. 1, S. 5). “LEZ* ist der Oberbegriff fiir die im Limbus sitzenden
Epithelzellen, die aus verschiedenen Stadien von Limbusepithelstammzellen hervorgehen. Von LEZ
geht aufgrund ihres Stammzellcharakters der Reparaturprozess abgestorbener kornealer Epithelzellen
und epithelialer Defekte der Kornea aus [12,21,127]. Die Stammzellen selbst machen dabei nur einen

geringen Anteil der LEZ aus.

Die erste Differenzierungsstufe der Stammzellen sind transient amplifizierende Zellen (TAZ), die in die
Kornea migrieren. In der Kornea differenzieren TAZ in post-mitotische Zellen (PMZ), die wiederum in
terminal differenzierte Zellen (TDZ) differenzieren. Die teilungsunfdhigen TDZ nehmen bis zur

Apoptose ihre mechanische Funktion im Korneaepithel ein [21,94].

2.2 Stammzellinsuffizienz und kongenitale Aniridie

2.2.1 Stammzellinsuffizienz

Wenn die Limbusstammzellen nicht mehr ihre Funktion ausiiben koénnen, spricht man von einer
Limbusstammzellinsuffizienz. Diese Stammzellinsuffizienz bedingt verschiedene Erkrankungen der
Augenoberfliche, unter anderem die Aniridie [21]. Bei Aniridiepatienten sind die Vogt schen Palisaden
nicht mehr nachweisbar bzw. degenerieren im Laufe der Zeit [50], was zusammen mit dem klinischen

Erscheinungsbild der AAK fiir das Vorliegen einer Stammzellinsuffizienz spricht [73].

Es ist immer noch nicht ganz geklirt, ob und in welchem Umfang bei Patienten mit Aniridie die LEZ
ihren Stammzellcharakter verlieren oder eine Differenzierungsstérung der LEZ die physiologische

Ausreifung kornealer Epithelzellen verhindert.

Fir die Hypothese der Differenzierungsstorung spricht, dass LEZ bei PAX6-Defizienz sich in
Stammzellen mit epidermalem Charakter umwandeln. So ist die Genexpression der epidermalen Marker
Keratin 1 (KRT1) und Keratin 10 (KRT10) im Aniridie-Zellmodell signifikant erhoht [56]. Zudem kann
es bei Aniridie an der Kornea zur Ausbildung von Dermoiden kommen, die ebenfalls epidermale Marker

aufweisen [56].
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2.2.2  Definition der kongenitalen Aniridie

Die kongenitale Aniridie ist eine seltene panokuldre Erkrankung (Inzidenz 1:60.000 — 1:90.000), die
sich durch das Fehlen oder eine hypoplastische Anlage der Iris beider Augen auszeichnet und wegen

sekundér auftretender Komplikationen zur Erblindung fithren kann [42,71].

Exemplarisch fiir diese Komplikationen konnen die Katarakt, das Glaukom, die Linsenektopie, der
Strabismus oder die Hypoplasie des Nervus opticus genannt werden. Bei jedem Patienten kann der
Verlauf der Erkrankung unterschiedlich sein. Dabei konnen die Komplikationen vom Kindes- bis hin

zum Erwachsenenalter auftreten [42,71].

2.2.3 Genetik der kongenitalen Aniridie

Bei rund einem Dirittel der Patienten mit Aniridie tritt die Erkrankung spontan auf, bei zwei Dritteln ist

sie hereditdr. Kongenitale Aniridien haben einen autosomal dominanten Erbgang [6,71,108].

Die meisten Aniridien werden durch die Haploinsuffizienz des Schliisselgens PAX6 verursacht [26]. Es
sind allerdings auch Aniridien bekannt, bei denen kein Defekt im PAX6-Gen feststellbar ist und deren

Sehvermogen im Vergleich zu PAX6-Aniridien besser zu sein scheint [110].

Bei Patienten mit PAX6-Aniridie wurden auf dem Gen PAXG6 bislang eine Vielzahl verschiedener
Mutationen entdeckt, bei denen alle Genmutationsarten (Substitution, Insertion, Deletion und
Duplikation) vorkommen und die in einem Funktionsausfall von PAX6 resultieren
[6,13,25,26,41,60,62,63,108]. Mit einer homozygoten Mutation im PAX6-Gen ist der Mensch
héchstwahrscheinlich nicht lebensfahig [32].

Die Aniridie kann mit verschiedenen Syndromen einhergehen, das wichtigste ist das WAGR-Syndrom.
Das Akronym WAGR steht fiir Wilms-Tumor, Aniridie, Urogenitale Fehlbildungen und geistige
Retardierung. Fiir diese weiteren Erkrankungen sind Mutationen bzw. der Verlust von Genen

verantwortlich, die in der Region neben PAX6 auf dem Chromosom 11 liegen [5,22,55].

2.2.4 Aniridie-assoziierte Keratopathie (AAK)

Mit entscheidend fiir den Sehverlust bei Aniridie stellen Verdanderungen der Kornea dar, die unter dem
Begriff ARK (Aniridia-related keratopathy), bzw. AAK (Aniridie-assoziierte Keratopathie)
zusammengefasst werden [81]. Das Vollbild der AAK tritt bei ca. 20% der Patienten mit Aniridie auf,

wobei davon wiederum ca. 90% der Patienten eine pathologische Verdnderung an der Augenoberfldche
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besitzen [7]. Je ausgeprigter die AAK bei Patienten ist, desto weniger sind die Vogt’schen Palisaden
nachweisbar und desto hoher ist der Grad der Limbusstammzellinsuffizienz [50]. Die Pathogenese der
AAK ist noch nicht geklart, auch ist der genaue Zusammenhang zwischen der
Limbusstammzellinsuffizienz und der AAK im Rahmen der PAX6-Defizienz noch nicht vollstindig
verstanden. Moglicherweise fiihrt ein Defekt in der Differenzierung von LEZ im Rahmen der

Limbusstammzellinsuffizienz zur AAK [52].

Das Hauptmerkmal der AAK ist die fortschreitende FEintriibung der Kornea, der einige
Pathomechanismen zugrunde liegen: Aus der Konjunktiva kommt es zu GefdBeinsprossungen in die
periphere Kornea, die die gesamte Kornea einnehmen koénnen. Konjunktivalzellen, Becherzellen und
Entziindungszellen wandern in die Kornea ein und fiihren {iber eine chronische Entziindung zu einer
bindegewebsartigen Wucherung (Pannusbildung) [20,71,73]. Die Epithelzellen im Pannusgewebe selbst
weisen eine aktive Proliferation auf [58]. Die Kornea scheint aufgrund dieser pathologischen Prozesse
verdickt zu sein [55]. Die durchschnittliche zentrale Dicke der Kornea betrug in einer Studie mit
Aniridie-Patienten 631 pm, sie liegt folglich ca. 100 um iiber dem Durchschnitt von Hornhduten ohne

Keratopathie [4,17].

Fiir die genaue Pathogenese der AAK konnten viele Faktoren eine Rolle spielen: Im Mausmodell mit
PAX6-Defizienz war die physiologische Barrierefunktion der Kornea beeintrachtigt [76]. Die fiir die
epitheliale Stabilitit der Kornea wichtigen kornealen Strukturproteine DSG1, KRT12 und KRT3 sind
bei Aniridie und im Mausmodell vermindert exprimiert [14,51,52], was zum Verlust der
physiologischen epithelialen Barriere beitragen konnte. Im Mausmodell mit PAX6-Defizienz war

zudem eine erhohte Apoptose-Rate von Stromazellen feststellbar [83].

Entziindungsprozesse an der Kornea und Wundheilungsstérungen scheinen fiir den Pathomechanismus
der AAK eine zentrale Rolle zu spielen: Im Mausmodell mit PAX6-Aniridie war die Kornea anfélliger
fiir oxidativen Stress und die Wundheilung war deutlich verzogert [76]. In kornealen Epithelzellen wird
die Matrix Metalloproteinase 9 (MMP9) vermindert exprimiert [83]. Ein Mangel an MMP9 resultiert in
Fibrineinlagerungen und in der Einwanderung von Entziindungszellen [66]. Des Weiteren fiihrt der

Defekt von Glykokonjugaten an der Kornea bei Aniridie ebenso zu Wundheilungsstdrungen [48].

2.2.5 Chirurgische Therapieversuche der Aniridie-assoziierten Keratopathie

Die AAK ist sowohl konservativ als auch chirurgisch schwierig zu behandeln. Dennoch gibt es operative

Verfahren, die fiir den Patienten eine Verbesserung des Visus ermoglichen konnen [1,34,98]:
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Chirurgische Therapiemdglichkeiten stellen unter anderem die gleichzeitige
Amnionmembrantransplantation mit perforierender Keratoplastik (Hornhauttransplantation) [98], die
allogene Limbusstammzelltransplantation [34] sowie die Boston Keratoprothese Typ 1, eine kiinstliche

Hornhaut [90], dar.

2.3 Retinolstoffwechsel

2.3.1 Retinolstoffwechsel allgemein

Retinol, ein anderer Begriff fiir das fettlosliche Vitamin A, spielt fiir den Korper eine enorm wichtige
Rolle. Exemplarisch kénnen folgende Funktionen genannt werden: Vitamin A fordert das Immunsystem
[37] und wirkt anti-inflammatorisch [28]. Das Zellwachstum, die Zelldifferenzierung von Epithelzellen
und die Zellintegritét werden durch Vitamin A gefordert [86]. Gerade fiir die Sehfunktion der Stédbchen
in der Retina ist das Retinal (11-cis-Retinal und all-trans-Retinal), die Aldehydform von Retinol,
unerlésslich [118].

Retinol kann vom menschlichen Organismus nicht selbst hergestellt werden und muss iiber die Nahrung
aufgenommen werden. Hierzu werden a-, y- und vor allem B-Carotinoide aus Pflanzen und Retinylester
aus tierischen Produkten gewonnen. Die Carotinoide werden in den Enterozyten {iber mehrere Schritte
in Retinylester umgewandelt. Die Retinylester werden in Chylomikronen iiber die Lymphe zur Leber
transportiert [3]. Der GroBteil des Retinols (50-80%) im menschlichen Korper wird als Retinylester in
den Sternzellen (engl. Hepatic-stellate-cells, HSC) der Leber gespeichert [99].

Um Retinol zu den Zielzellen zu transportieren, wird es im Blut an das Retinol-Bindeprotein RBP4
gebunden [68]. Der Komplex aus Retinol und dem RBP4 bindet an der Zielzelle an den Rezeptor STRA6
(Stimulated by Retinoic Acid 6) und Retinol gelangt ins Zellinnere [44]. Um Retinol in seine
Speicherform (Retinylester) [75] und von der Speicherform zuriick zu Retinol umzuwandeln, benétigt

es das Enzym Lecithin-Retinol-Acyltransferase (LRAT) [89].

Im Zytoplasma bindet Retinol an ein zelluléres Retinol-Bindeprotein (CRBP). Um Retinol in die aktive
Form Retinsdure umzuwandeln, benétigt es zwei Oxidationsschritte: Retinol wird durch eine Alkohol-
Dehydrogenase (ADH) in Retinaldehyd und Retinaldehyd durch eine Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH)
in all-trans Retinsdure (ATRA) oxidiert [61]. ATRA, die an ein zelluldres Retinsdure-Bindeprotein
(CRABP) bindet, kann nicht-enzymatisch in 9-cis-Retinsdure (9cRA), das Stereoisomer von ATRA,

umgewandelt werden [102].
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Retinsdure kann seine Wirkungen auf zwei verschiedenen Wegen vermitteln: Zum einen tiiber
Rezeptoren im Zellkern und zum anderen iiber Mechanismen, die nicht Rezeptor-vermittelt sind und

bislang wenig erforscht sind [91].

Der Wirkmechanismus {iber den Rezeptor funktioniert folgendermafBlen: Die Retinséure wird an einem
CRABP oder an einem Fatty-acid-Binding-Protein (FABP) [65] in den Zellkern transportiert und bindet
an einen Rezeptor fiir Retinsdure. Es gibt mindestens drei Rezeptorgruppen filir Retinsiure: Retinoic-
Acid-Receptors (RAR), Retinoic-X-Receptors (RXR) und Peroxisome Proliferator-Activated Receptors
(PPAR). Diese heterodimeren Rezeptoren haben jeweils mindestens drei [soformen (RAR,, gy, RXR 4
und PPAR,, g5, 1), wobei jede Subform verschiedene Prozesse steuert [16,61]. Dabei transportiert das
CRABP2 die Retinsédure zum RAR. FABPS5 transportiert die Retinsdure ausschlieBlich zu der PPAR-
Subform PPARP/S [100]. Die Funktion des CRABP1 ist noch ungeklért [70,128].

Wiéhrend RAR eine hohe Affinitit flir all-trans Retinsdure (ATRA) haben, binden RXR mit hoher
Affinitit 9-cis-Retinsdure (9cRA) [45,61,64]. Dabei bilden RAR und RXR (RAR/RXR), sowie PPAR
und RXR (PPAR/RXR) Heterodimere aus [27,64]. Der Komplex aus Retinsdure und einem
heterodimeren Retinsdure-Rezeptor bindet an ein Hormon-responsives Element (HRE), einer
Promotorregion in der DNA. Nach der Bindung an das HRE agiert der Komplex als Transkriptionsfaktor

fiir mindestens 500 Gene oder hemmt die Expression anderer Gene [45,61,91].

Um die Konzentration von Retinolderivaten in einem physiologischen Bereich zu halten, werden
Retinolderivate wieder abgebaut. Hierflir wird Retinsdure zunédchst durch die Cytochrom P450 26
(CYP26)-Enzymfamilie, von der es die Unterformen CYP26A1, CYP26B1 und CYP26CI1 gibt, in die
Metabolite 4-hydroxy-Retinsiure, bzw. 4-oxo-Retinsdure oxidiert. AnschlieBend wird der Metabolit mit

Glucuronsiure gekoppelt und kann ausgeschieden werden [85].

Die starke Forderung der Zelldifferenzierung durch all-trans Retinsédure (ATRA) macht man sich bei

der Therapie der Akuten Promyelozytenleukédmie (APL) zu Nutzen [23].

2.3.2 Retinolstoffwechsel in der Augenoberfliche

Vitamin A ist fiir die Augenentwicklung von Séugetieren eminent wichtig [9]. So fiihrt bei Ratten ein
schwerer maternaler Vitamin A-Mangel in der Filialgeneration zu schwerwiegenden

Augenfehlbildungen, unter anderem auch zur Hypoplasie der Iris [39].

Retinol wird iiber Blutgefile und den Trianenfilm zur Augenoberflache transportiert [114] und in
kornealen Epithelzellen weiter zu Retinsdure umgewandelt [72]. Das Vorhandensein von allen

wichtigen Komponenten des Retinolstoffwechsels an der Augenoberfliche ist eine wichtige
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Voraussetzung fiir Versuche mit Retinolderivaten an der Augenoberfléche. So finden sich in der Kornea
und der Konjunktiva Retinol- und Retinsdure bindende Proteine (CRBP und CRABPs), Retinol
verstoffwechselnde Enzyme (ADHs und RALDHs) sowie Retinséure-Rezeptoren (RARs und RXRs)
[72].

Retinolderivate haben fiir die Funktionalitit der Augenoberfliache eine grole Bedeutung: Membran-
gebundene Muzine, die zur Aufrechterhaltung des Fliissigkeitsfilms an der Oberfliche beitragen,
werden durch die Stimulation mit Retinsdure vermehrt exprimiert [35]. Weiterhin werden
Wundheilungsprozesse in der Kornea durch Retinsdure gefordert [2]. Im Tierversuch war die
Wundheilung kornealer Epitheldefekte von Kaninchen durch die topische Anwendung mit Retinséure
signifikant schneller als ohne Retinsdure [40]. Des Weiteren scheint Retinsdure fiir die korneale
Epithelbarriere eine wichtige Rolle zu spielen [46]. Humane LEZ, die im Zellmodell ohne
Retinolderivate eine verhornte Keratinschicht aufweisen, zeigen unter der Behandlung mit Retinséure

keine oder eine deutlich verminderte Verhornung [46].

Die Tatsache, dass Retinsdure die Differenzierung von LEZ zu transient amplifizierten Epithelzellen
und damit die korneale Epithelialisierung fordert, wurde bereits mehrfach beschrieben und ist die

zentrale Funktion im Hinblick auf diese Arbeit [91].

Retinsédure ist fiir das Ausbilden einer ausreichend breiten kornealen Stromadicke und fiir die normale

Proliferation der kornealen Epithelzellen wichtig [49].

2.3.3 Fehlfunktion der Augenoberfliche iiber Retinolstoffwechsel

Fiir die Wirkung von Retinolderivaten an der Augenoberfléche ist die richtige Konzentration von hoher
Bedeutung. Eine Abweichung nach unten oder nach oben hat negative Auswirkungen auf die

Augenoberfliche zur Folge [91].

Am gesund entwickelten Auge fiihrt ein Vitamin A-Mangel zum Krankheitsbild Xerophthalmie, der
Austrocknung der Augenoberfliche und zur Keratopathie [104]. Aufgrund der fehlenden
Differenzierung, die normalerweise durch Vitamin A gesteuert wird, findet an der Konjunktiva und an
der Komea eine Metaplasie statt. Es kommt sowohl an der Konjunktiva als auch an der Kornea zur
Keratinisierung des Epithels sowie zum Mangel an Becherzellen in der Konjunktiva, die zum

Austrocknen der Augen fiihren. Uber Ulzerationen kénnen gar Nekrosen entstehen [103].

Die Keratinisierung und das Austrocknen der Augen im Rahmen der Xerophthalmie ist nach lokaler
Therapie mit Vitamin A reversibel [77]. Dabei hat die topische Anwendung von Retinsdure an einem
Auge auch eine Therapiewirkung am anderen Auge, was auf eine systemische Wirkung hindeutet [30].
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Dass der Retinolstoffwechsel auch iiber weitere Pathomechanismen an einer Keratopathie beteiligt sein
kann, zeigt eine Studie mit Notchl-Knockout-Méiusen: Die Signaltransduktion iiber den Notch-
Membranrezeptor fiihrt iiber eine Signalkaskade zur Genexpression und reguliert damit wichtige
Zellprozesse wie z.B. Differenzierung, Proliferation und Zelltod [47]. Notch1 ist an der Differenzierung
von kornealen Epithelzellen beteiligt und ist tiber die Steuerung von CRBP1 direkt mit dem
Retinolstoffwechsel ~ verkniipft. Ein  Notchl-Knockout fithrt in Mé&usen zu einer
Differenzierungsstdrung, die mit einem verhornten Epidermis-dhnlichen Epithel einhergeht. Der

Notch1-Knockout miindet in eine Keratopathie [116].

Eine zu hohe Konzentration von Retinolderivaten ruft in der Augenoberfldche toxische Effekte hervor.
So heilt bei Patienten mit Xerophthalmie, die drei Mal téglich topisch mit 0,1% Retinséure behandelt
werden, das behandelte Auge komplikationslos aus. Die fiinfmalige tégliche Therapie mit Retinséure
bewirkt jedoch laut A. Sommer eine Abheilung mit schwerwiegenden Nebenwirkungen: Es kommt zu
vermehrter Narbenbildung, vermehrten GeféBeinsprieBungen sowie teilweise zu Ulzera, weswegen die

Therapie mit dieser Dosierung abgebrochen werden musste [103].

2.4 [Einfluss von Retinolderivaten auf primdre Limbusepithelzellen im

Kontext von Aniridie-relevanten Markergenen

2.4.1 Stammzell- und Differenzierungsmarker

PAX6

Das Paired-box Protein 6 liegt auf der Bande p13 des Chromosoms 11, hat zwei DNA-Bindedoménen,

eine Paired-Domine und eine Homeodoméne und agiert als Transkriptionsfaktor [6].

Das PAX6-Gen spielt in der Embryogenese der Augen eine zentrale Rolle. In der Augenentwicklung
gilt PAX6 als Master-Kontrollgen. Es ist im Ektoderm und den daraus entstehenden Strukturen des
Auges exprimiert [74]. Ebenso ist PAX6 im Zeitraum der Augenentwicklung exprimiert (Tag 8,5 — 15,5

post conceptionem), in dem die Linse, die Retina und die Kornea angelegt werden [29,119].

Die Wichtigkeit von PAX6 fiir die Augenentwicklung unterstreichen Tiermodelle mit PAX6-
Fehlfunktion: Sowohl homozygote als auch heterozygote Mutationen im PAX6-Gen (Small eye) fithren
bei Méusen zu schweren Fehlbildungen des Auges. Méuse mit homozygoten Mutationen sind nicht

lebensfihig [33,79].
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Eine artifizielle ektopische Expression des PAX6-Gens fiihrt bei Drosophila zur Bildung von
Augenanlagen [29]. Das PAX6-Gen von Drosophila ist homolog zu dem PAX6-Gen von Méusen und
von Menschen [80]. Eine Fehlfunktion von PAX6 bei Drosophila und bei Mausen und der daraus
resultierende Phénotyp legen eine zentrale Funktion von PAX6 bei Menschen nahe. So war ein Fetus,
dessen Eltern beide eine kongenitale Aniridie haben, mit einer vermuteten homozygoten PAX6-
Mutation aufgrund schwerwiegender Fehlbildungen (kleines Gehirn, keine Nase und Augen, keine
Nebenniere) nicht lebensféhig [32]. Einen dhnlichen Phénotyp zeigte ein ebenfalls nicht lebensféhiges
Neugeborenes mit Compound-Heterozygotie von PAX6 [26].

PAXG6 ist fiir die physiologische Ausbildung des kornealen Epithels essenziell [10], der Marker kommt

in allen Gewebeteilen der Kornea, besonders im zentral-apikalen Teil, vor [92].

Von PAXG6 gibt es zwei Isoformen, PAX6-a und PAX6-b, die beide in Epithelzellen von Kornea und
Limbus vorkommen. Dabei korrelieren die Isoformen in der Zellkultur mit der Expression der Keratine
3 und 12. Die PAX6-a-Form fordert zusammen mit dem Transkriptionsfaktor Kruppel-like factor 4
(KLF4) die Expression von KRT3. Die PAX6-b-Form f{ordert zusammen mit den
Transkriptionsfaktoren Octamer-binding transcription factor 4 (OCT4) und KLF4 die Expression von
KRT12 [92].

ABCG2

Das Protein ABCG2 gehort zu der Familie der ABC (ATP binding cassette)-Transporter, die mit dem
aktiven Stofftransport {iber die Zellmembran in die Zelle bzw. aus der Zelle eine enorm wichtige

Aufgabe fiir den Organismus haben [31].

ABCGQG? ist ein Effluxtransporter, der in vielen Organsystemen, wie z.B. der Leber oder in Blut-Gewebe-
Schranken (z.B. Blut-Hirn-Schranke) vorkommt. Es wird diskutiert, inwieweit er am Auswértstransport
von Steroidhormonen, Vitaminen, Harnsdure, Medikamenten und potenziell toxischen Stoffen beteiligt

ist [69,78,106,117].

Weil ABCG2 in LEZ stérker als in kornealen Epithelzellen exprimiert wird, gilt der Marker als

potenzieller Stammzellmarker [15,121].

Ein anderer Begriff fiir ABCG?2 ist BCRP (Breast Cancer Release Protein), da dieser Transporter fiir

das Herauspumpen von Chemotherapeutika aus Krebszellen verantwortlich gemacht wird [18].
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ADH7 und ALDHI1A1

Die Alkohol-Dehydrogenase 7 (ADH7) gehort zur Familie der Alkohol-Dehydrogenasen, die sich durch
die reversible Oxidation von Alkoholen auszeichnen [39]. ADH7 katalysiert unter anderem die
reversible Oxidation von Retinol zu Retinaldehyd und ist damit unmittelbar am Retinolstoffwechsel
beteiligt [126]. Die Aldehyd-Dehydrogenase 1A1 (ALDH1A1) gehort zur Familie der Aldehyd-

Dehydrogenasen und katalysiert die irreversible Oxidation von Retinaldehyd zu Retinsdure [115].

ADH7 und ALDHI1AI sind auf Transkriptionsebene in der Kornea stirker exprimiert als in der
Konjunktiva [112]. Die mRNA-Level von ADH7 und ALDH1A1 sind in LEZ von Patienten mit

Aniridie und im Aniridie-Zellmodell herunterreguliert [52].

2.4.2 Strukturproteine

KRT3, KRTI12

Keratine sind Marker fiir Epithelzellen. Sie sind als Proteine fiir die Bildung von Intermediérfilamenten

notwendig und damit bedeutend fiir die Zellstruktur [67].

Die Marker KRT12 und KRT3 sind sehr wichtige Strukturproteine des Epithels der Kornea und gelten
als korneale Marker, da sie fast nur im kornealen Epithel und nicht in der Konjunktiva nachweisbar sind
[112]. Einerseits sind LEZ KRT12- und KRT3- negativ und andererseits sind korneale Epithelzellen
KRT12- und KRT3- positiv, was auf deren Eigenschaft als Differenzierungsmarker hindeutet [94,95].
KRT3 als leicht basisches Protein und KRT12 als saures Protein kommen in der Regel paarig vor, sie
werden oft zusammen exprimiert [8]. Fehlfunktionen dieser Proteine fithren zu funktionellen
Einschrankungen des Epithels: So haben Mutationen im KRT3- bzw. KRT12-Gen eine
Hornhautdystrophie (Meesmann's Corneal Dystrophy) zur Folge [11,38].

Eine Studie mit humanen kornealen Epithelzellen zeigt, dass KRT3 und KRT12 haufiger im zentral-

apikalen Teil und weniger in anderen Teilen der Kornea vorkommen [92].

Bezogen auf die Aniridie sind die Marker KRT12 und KRT3 in primédren LEZ bei AAK-Patienten mit
PAX6-Aniridie herunterreguliert [S1]. KRT3 und KRT12 sind in kornealen Epithelzellen von Aniridie-
Patienten auf Proteinebene herunterreguliert [111]. Ebenso ist KRT12 im Kornea-Epithel von Mausen

mit PAX6-Defizienz auf Proteinebene vermindert exprimiert [82].
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Auch andere Erkrankungen der Augenoberfliche, wie das Pterygium conjunctivae, gehen mit einer
Pannusbildung einher. Auch bei dieser Erkrankung ist die Expression von KRT12 im Korneaepithel bei

Patienten vermindert [58]

KRTI19

Der Marker KRT19 kann zwar iiberall auf der Augenoberfliche (Kornea, Limbus, Konjunktiva)
nachgewiesen werden [84], kommt allerdings vermehrt in der Konjunktiva vor, sodass er als
konjunktivaler Marker betrachtet werden kann [112]. Weil KRT19 in LEZ stéirker als in kornealen
Epithelzellen exprimiert ist, kann KRT19 als potenzieller Stammzellmarker angesehen werden [95]. In

Keratozyten ist die Genexpression von KRT19 durch Retinsdure erhoht [36].

DSG1

DSG1 gehort zur Familie der Desmogleine, einer Untergruppe der Cadherine. Es ist ein wichtiger
Baustein von Desmosomen und damit fiir die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten bedeutend. Dabei
kommt DSGI nur in bestimmten Organen, beispielsweise in der Epidermis, nicht aber in anderen
Geweben, wie dem Myokard, vor [93,105]. In der Kornea nimmt DSG1 eine wichtige Rolle fiir die
Stabilitdt der Kornea ein. Die Proteinexpression von DSGI1 ist im Aniridie-Mausmodell stark
vermindert, was im Elektronenmikroskop mit liickenhaften Zellverbindungen in kornealen Epithelzellen
einhergeht [14]. Auch bei Patienten mit PAX6-Aniridie und zusitzlich im siRNA-basierten Aniridie-
Zellmodell gegen PAX6 ist DSG1 herunterreguliert [52].

DSG1 agiert als potenzieller Differenzierungsmarker, da es im differenzierten epidermalen Gewebe
stirker exprimiert wird als im undifferenzierten Gewebe [125]. Auch im Korneaepithel wird DSG1 auf

Proteinebene stirker exprimiert als in undifferenzierten LEZ [88].

2.4.3 Andere Marker

SPINK7

SPINK?7 ist ein Serinprotease-Inhibitor vom Kazal-Typ [120]. In stark differenzierten humanen
epidermalen Keratinozyten ist SPINK7 vermehrt exprimiert [122], was auf eine potenzielle Rolle als

Differenzierungsmarker hindeuten konnte.
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Die mRNA von SPINK?7 ist sowohl bei Aniridie-Patienten als auch im Aniridie-Zellmodell in
Abhingigkeit zu PAX6 herunterreguliert [52].

Ki67

Ki67 ist ein Protein, das im Zellkern vorkommt und als Marker fiir Zellproliferationen dienen kann, da
es vermehrt in den aktiven Zellphasen (Gi-, S-, G2-, M-Phase) und weniger in der inaktiven Zellphase

Gy nachweisbar ist.

Diese Eigenschaft von Ki67 hat man sich in der Tumordiagnostik (z.B. beim Brustkrebs) zu Nutzen
gemacht, denn oftmals korreliert eine erhdhte Expression von Ki67 mit einer erhohten Zellproliferation

und damit mit dem Schweregrad der Tumorerkrankung [57,96].

2.5 Retinolstoffwechsel bei kongenitaler Aniridie und Zielsetzung der Arbeit

Fir den Pathomechanismus der AAK scheinen gestorte epitheliale Barrieren, eine chronische
Entziindung und eine gestorte Wundheilungsstérung entscheidend zu sein [48,71,76]. Genau an diesen
Mechanismen setzt laut Literatur die Wirkung von Retinolderivaten an: Retinolderivate fordern die
epitheliale Stabilitét, sie wirken anti-inflammatorisch und sie fordern Wundheilungsprozesse [2,28,49].
Dabher ist die Erforschung des Einflusses von Retinolderivaten auf den Pathomechanismus der AAK

insbesondere fiir eine mogliche Therapie, die am Retinolstoffwechsel ansetzt, von hoher Bedeutung.
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S1 @

Abbildung 2. Korrelationsanalyse von Aniridie-relevanten Genen. Die Abbildung zeigt die Korrelation von Genen aus
Limbusepithelzellen bei gesunden Patienten, die bei Aniridie relevant sind. In Rot sind die positiven Korrelationen dargestellt
und in blau die negativen Korrelationen. Je dicker die Verbindungslinien sind, desto stdirker ist die Korrelation zwischen den
Genen ausgeprdgt. Quelle: Latta et al., 2019, [52]

Zwischen den Genen PAX6, ADH7, KRT3 und DSG1 besteht eine starke Korrelation (siche Abb. 2),

die in der vorliegenden Arbeit ndher untersucht wird.

Mit dieser Korrelationsanalyse lédsst sich jedoch keine Aussage darliber machen, wie sich die Gene

gegenseitig regulieren.

17



2 Einleitung

Ausgangssituation iiber PAX6

PAX6 |,

LEZ AAK-Patienten und Aniridie Zellmodell

~J

ADH7 {,, ALDH1Al1 |, DSG1 |/, KRT3 {,

Am Retinolstoffwechsel beteiligt Strukturproteine

Abbildung 3. Modell fiir die Ausgangssituation wichtiger mit PAX6 korrelierender Marker: Die Herunterregulation von
PAX6 bewirkt auf unbekannte Weise die Herunterregulation von am Retinolstoffwechsel beteiligten Enzymen (ADH?7,
ALDH1A1) und von Strukturproteinen (z.B. DSG1, KRT3).

Die Genexpression von ADH7 und ALDHI1AL ist bei Patienten mit PAX6-Aniridie vermindert. Ebenso
zeigte sich eine signifikant herabgesetzte Expression dieser Gene in einem siRNA-Zellmodell, in dem
PAXG6 stark herunterreguliert wurde (siche Abb. 3) [52]. Dies zeigt, dass PAX6 einen unmittelbaren
Einfluss auf Enzyme des Retinolstoffwechsels haben konnte und wegen der weniger vorhandenen
Enzyme ADH7 und ALDH1A1 und der damit verbundenen geringeren Umsetzung von Retinol zu
Retinsdure das Angebot des aktiven Metabolits Retinsdure in LEZ sinken kdnnte. Auch andere Marker

wie DSG1 oder KRT3 sind bei PAX6-Aniridie vermindert exprimiert (siche Abb. 3) [51].

Es gibt verschiedene Hypothesen, wie PAX6 die Regulation von Differenzierungsmarkern wie DSG1

und KRT3 steuern kann:
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Hypothese 1

A B

PAX6 |

LEZ AAK-Patienten und Aniridie Zellmodell

l LEZ von gesunden Patienten
ADH7 {,, ALDH1A1 {

|

Retinolderivate {,

|

DSG1 |/, KRT3 ¢ DSG1 1, KRT3 I

Strukturproteine Strukturproteine

+ Retinolderivate

Abbildung 4. Mogliche Regulationsmechanismen von Markern iiber Retinolderivate. (A) Mogliche Regulation von PAX6
auf Differenzierungsmarker (DSG1 und KRT3) iiber verminderte Epression von ADH7 und ALDHIAI und geringeres Angebot
an Retinolderivaten. (B) Bei der korrekten Hypothese aus (4) miissten DSG1 und KRT3 durch Retinolderivate hochreguliert
werden.

Das wirft die Arbeitshypothese auf, ob (1) PAX6 diese Marker (z.B. DSGI) iiber den
Retinolstoffwechsel reguliert und die Differenzierungsmarker wegen der verminderten Menge an
Retinolderivaten und der damit verbundenen moglichen geringeren Differenzierung herunterreguliert
sind (siche Abb. 4, A). Falls diese Hypothese zutrifft, miissten die Marker ADH7, DSG1 und KRT3 bei
Zugabe von Retinolderivaten in gesunden LEZ ansteigen (siche Abb. 4, B). Ein Anstieg der
Differenzierungsmarker DSG1 und KRT3 wiirde demnach fiir eine durch Retinolderivate verstérkte

Differenzierung von LEZ sprechen.
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Hypothese 2

A B

PAX6 |,

LEZ AAK-Patienten und Aniridie Zellmodell

ADH7 {

siRNA-Modell von gesunden LEZ

ADH7 {

DSG1 {/, KRT3 ¢, DSG1 |/, KRT3 {,

Strukturproteine

Abbildung 5. Mogliche Regulationsmechanismen von Markern iiber ADH?7. (A) Mogliche Regulation von PAX6 auf DSG1
und KRT3 iiber die Herunterregulation von AHD7. (B) Der moglichen Hypothese aus (A) miisste im siRNA-Modell gegen
ADH?7 eine Herunterregulation von DSG1 und KRT3 folgen.

Die andere Hypothese (2) ist, dass die Marker anders und demnach nicht iiber Retinolderivate gesteuert
werden. Moglicherweise konnten die Marker DSG1 und KRT3 iiber die durch PAX6- induzierte
Herunterregulation von ADH7 direkt reguliert werden (sieche Abb. 5, A). Hierzu wurde ein siRNA-
Experiment durchgefiihrt, bei dem LEZ mit einer siRNA gegen ADH7 behandelt wurden. Dieser Effekt
auf die anderen Marker wurde auf Transkriptebene und Proteinebene untersucht. Wenn DSG1 und
KRT3 direkt durch ADH7 herunterreguliert werden wiirden, miissten sie im siRNA-Modell ebenfalls
herunterreguliert sein (siche Abb. 5, B).

Potenzielle Rolle von ABCG2 im Retinolstoffwechsel

Tarapcsak et al. zeigen auf, dass bestimmte Retinolderivate in direkter Verbindung mit dem
Effluxtransporter ABCG2 stehen. So konnen Retinolderivate das Herausbeférdern von Mitoxantron, ein
Substrat des Transporters, verhindern, sie besitzen demnach eine Bindestelle am aktiven oder

allosterischen Zentrum [107].
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Es stellt sich nun die Frage, ob Retinolderivate selbst Substrate von ABCG2 sind. ABCG2 konnte damit
Retinolderivate aus der Zelle befordern und damit die Zelldifferenzierung, die durch Retinolderivate
gefordert wird, stoppen. Um dies zu priifen, wurden die LEZ sowohl mit Retinol als auch mit dem
ABCG2-Blocker Ko143 behandelt. Es wurde beobachtet, ob die Genexpression sich im Vergleich mit

der Kontrolle und mit der alleinigen Behandlung mit Retinol veréndert.

LEZ von gesunden Patienten

+ Retinolderivate und ABCG2-Blocker

Verstarkte Hoch-/Runterregulation von ADH7,
ALDH1A1, DSG1, KRT3

Abbildung 6. Modell fiir méogliche Wirkung des ABC-Transporters ABCG?2 als Auswirtstransporter fiir Retinol: Durch den
ABCG2-Blocker miisste die Regulation im Vergleich zur alleinigen Retinolwirkung signifikant verdndert sein.

Um die Hypothese zu bestitigen, dass der ABC-Transporter ABCG2 am Auswartstransport von Retinol
beteiligt sein konnte, miisste eine Steigerung der Retinolwirkung aufgrund des ABCG2-Blockers Ko143
feststellbar sein (siche Abb. 6). Die Regulation mit dem ABCG2-Blocker wire im Vergleich zur

Retinolwirkung signifikant veréndert.

Zusammenfassung der Zielsetzungen:

Das Ziel dieser Arbeit bestand zum einen darin, herauszufinden, ob die Differenzierung der LEZ durch
die Behandlung mit Retinolderivaten gefordert wird. Zum anderen wurde ermittelt, ob die
Differenzierung der LEZ durch eine Herunterregulation gegen ADH7, die mittels siRNA induziert
wurde, vermindert werden kann. Zusétzlich wurde untersucht, ob der ABC-Transporter ABCG2 am

Auswirtstransport von Retinol beteiligt ist.
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3 Material und Methoden

3.1 Material
Gerite

Tabelle 1. Verwendete Geriite und Hersteller.

Bezeichnung Hersteller

Heraeus Pico 17 Centrifuge Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Imaging System LAS 4000 GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfon, UK
Inkubator HER Acell 2401 Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Megafuge Heraeus16R Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

NanoDrop 1000 Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Primovert - inverses Lichtmikroskop

Carl Zeiss Microscopy GmbH; Jena, Deutschland

QuantStudio 5 Real-Time-PCR

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Shaker Dos-10L

neoLab Migge GmbH; Heidelberg, Deutschland

Stereolupe OPMI1-FR

Carl Zeiss Microscopy GmbH; Jena, Deutschland

Sterilwerkbank Safe 2020

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

Thermoblock TB2

Biometra GmbH Analytik Jena, Jena, Deutschland

Thermocycler CFX Connect

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Trans Blot Turbo Transfer System

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, Inc., New York, USA

Labormaterialien

Tabelle 2. Verwendete Labormaterialien und Hersteller.

Material

Hersteller

AcuPunch, GréB3e 1,5 mm

Acuderm Inc.; Florida, USA

AHN myTip® Low Retention Filter Tips 0,5 — 10 pul

AHN Biotechnologie GmbH: Nordhausen, Deutschland

AHN myTip® Low Retention Filter Tips 10 — 100 pl

AHN Biotechnologie GmbH: Nordhausen, Deutschland

AHN myTip® Low Retention Filter Tips 100 — 1000 pl

AHN Biotechnologie GmbH: Nordhausen, Deutschland

Cell Scraper, 28 cm length

Greiner Bio

One International GmbH; Kremsmiinster,

Osterreich

Cellstar Serological Pipette 10 ml Greiner Bio One International GmbH; Kremsmiinster,
Osterreich

Cellstar Serological Pipette 25 ml Greiner Bio One International GmbH; Kremsmiinster,
Osterreich

Cellstar Serological Pipette 5 ml Greiner Bio One International GmbH; Kremsmiinster,
Osterreich

Cellstar Tubes 15 ml Greiner Bio One International GmbH; Kremsmiinster,

Osterreich
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Cellstar Tubes 50 ml Greiner Bio One International GmbH; Kremsmiinster,
Osterreich
Cell-Tricks Sysmex Europe GmbH

Eppendorf Reference Pipette 0,5 — 10 pl

Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland

Eppendorf Reference Pipette 10 — 100 pl

Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland

Eppendorf Reference Pipette 100 — 1000 pl

Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland

Eppendorf Reference Pipette 1000 - 5000 pl

Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland

Eppendorf-Gefilie, GroBle 1,5 ml

Sarstedt AG & Co. KG; Niirmbrecht, Deutschland

epT.L.P.S. Standard Pipettenspitzen blau 50-1000 pl

Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland

Kryotubes, Grofe 1,8 ml

Sarstedt AG & Co. KG; Niirmbrecht, Deutschland

PCR-Tubes 0,2 ml

Greiner Bio One International GmbH; Kremsmiinster,

Osterreich

Petrischalen Greiner Bio One International GmbH; Kremsmiinster,
Osterreich

PIPETBOY acu 2 INTEGRA Biosciences AG; Zizers, Schweiz

TC Platte 24 Well, Standard F

Sarstedt AG & Co. KG; Niimbrecht, Deutschland

TC Platte 6 Well, Standard F

Sarstedt AG & Co. KG; Niimbrecht, Deutschland

Chemikalien und Kits

Tabelle 3. Verwendete Chemikalien/Kits und Hersteller.

Chemikalie/Kit

Hersteller

4-12%iges NuPage Bis-Tris SDS Gel

Invitrogen, Waltham, MA, USA

ABCG2-Blocker Ko143

Sigma-Aldrich GmbH Deisenheim, Deutschland

Bradford Reagenz Merck, Darmstadt, Deutschland

Bromphenolblau Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
BSA ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Collagenase A Roche Pharma AG, Schweiz

Cryo-SFM PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland

DMEM Sigma-Aldrich GmbH Deisenheim, Deutschland

dual-colour-Marker

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Dulbeccos PBS Sigma-Aldrich GmbH Deisenheim, Deutschland
Glycerin Apotheke des Universititsklinikums des Saarlandes
KSFM Gibco, Carlsbad, USA

Lipofectamine 2000 Transfection Reagent

ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

MOPS-Puffer

ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

One Taq RT-PCR Kit

New England BioLabs, Frankfurt a.M., Deutschland

Opti-MEM

Gibco, Carlsbad, USA

Retinol

Sigma-Aldrich GmbH Deisenheim, Deutschland

All-trans-Retinsaure

Sigma-Aldrich GmbH Deisenheim, Deutschland

RNA/DNA/Protein isolation kit (Isolate II)

Bioline, London, UK
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RNAse freies Wasser AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
SYBR-Green Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
TRIS Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Trypsin-EDTA-Lésung

Sigma-Aldrich GmbH Deisenheim, Deutschland

Western Froxx Antikérpermischung

BioFroxx GmbH, Einhausen, Deutschland

Western Froxx Solution B (anti-mouse HRP)

BioFroxx GmbH, Einhausen, Deutschland

Western Froxx Solution B (anti-rabbit HRP)

BioFroxx GmbH, Einhausen, Deutschland

Western Froxx Stripping Puffer 10x

BioFroxx GmbH, Einhausen, Deutschland

Western Froxx Waschlosung

BioFroxx GmbH, Einhausen, Deutschland

Western lightning chemo luminescence Plus ECL Reagenz

PerkinElmer Life Sciences, Deutschland

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich GmbH Deisenheim, Deutschland

Primer fiir die gPCR

Tabelle 4. Primer fiir die gqPCR.

Primer Cat. No Amplifikationsgréfie (bp) | Hersteller
ALDHIA1 QT00013286 97 bp QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
ADH7 QT00000217 85 bp QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
DSG1 QT00001617 96 bp QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
KRT3 QT00050365 118 bp QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
KRT12 QT00011949 104 bp QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
ABCG2 QT00073206 114 bp QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
PAX6 QT00071169 113 bp QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
SPINK7 QT00039585 126 bp QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Ki67 QT00014203 86 bp QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
KRT19 QT00081137 117 bp QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
TBP QT00000721 132 bp QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
GUSB QT00046046 96 bp QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
siRNA
Tabelle 5. Verwendete siRNASs.
siRNA Basensequenz Hersteller
Kontroll- siRNA AGGUAGUGUAAUCGCCUUG Eurofins  Genomics Germany GmbH, Ebersberg,
Deutschland
ADH7- siRNA (Proprietir) Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
GAPDH- siRNA AUUCCAUGGCACCGUCAAG(UU) | Eurofins Genomics Germany GmbH, Ebersberg,
Deutschland
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AntikSrper

Tabelle 6. Verwendete Antikorper, Katalognummer, Hersteller und Verdiinnung.

Antikorper Katalognummer Hersteller YVerdiinnung

PAX6 (anti-Maus) Sc-32766 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA | 1:200

KRTI2 (anti-Maus) sc-515882 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA | 1:200

ADH?7 (anti-Kaninchen) PA5-26709 Thermo Fisher Scientific, Waltham, | 1:500
Massachusetts, USA

DSG1 (anti-Maus) sc-59904 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA | 1:200

ACTB (anti-Kaninchen) A8227 Abcam, Cambridge, UK 1:5000

Hergestellte Medien und Puffer

Standardmedium:

- 500 ml KSFM
- 2,5ugEGF
- 25mgBPE

Laemmli-Puffer:

- 125 mM TRIS (pH 6,8)

- 60% Glycerin

- 2,5% SDS

- 0,01% Bromphenolblau

- 63 pl/ml Mercaptoethanol
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3.2 Methoden

Die Verwendung von Spenderzellen wurde von der Ethikkommission des Saarlandes (Ethiknummer

226/15) stattgegeben.
Alle Versuche wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Die Versuchszellen stammen von Hornhautspenden der LIONS Hornhautbank Saar-Lor-Lux,

Trier/Westpfalz.

3.2.1 Zellkultur und Behandlung von Limbusepithelzellen mit Retinolderivaten

Die Versuche mit Zellkulturen wurden unter einer Sterilwerkbank mit vertikalem Abzug durchgefiihrt,
um Kontaminationen zu vermeiden. Die Zellkulturen wurden in einem Brutschrank bei 37°C, 95%

relativer Luftfeuchtigkeit und 5% CO2-Atmosphére kultiviert.
LEZ-Isolation:

Das Ziel der Préparation von Spenderhornhduten bestand darin, LEZ aus dem Spendermaterial zu
isolieren. Hierfiir wurde der Bereich des Limbus mithilfe eines Mikroskops identifiziert und mithilfe
einer 1,5 mm Biopsie-Stanze ausgestanzt. Das vorgestanzte Gewebe wurde mit einer kleinen Schere
herausgeschnitten und in eine 24-Well-Platte mit 500 pl Kollagenase A gelegt. AnschlieBend wurde das
Gewebe fiir 24 Stunden bei 37°C inkubiert.

Isolation und Préiparation der priméren LEZ:

Die LEZ wurden nach 24 Stunden aus der Préparation herausgefiltert. Hierfiir wurden die Zellen auf
einen Zellfilter einpipettiert und 10 ml Phosphate buffered Saline (PBS) oben hinzu pipettiert. Die
Zellen wurden durch 2,5 ml Trypsin aus dem Filter gelost und 5 Minuten inkubiert, um eine
Einzelzellsuspension zu generieren. Die Reaktion wurde mit 3 ml Dulbecco's Modified Eagle's
Medium/F12 (DMEM/F12), supplementiert mit 5% FCS, gestoppt. Anschlieend wurden die Zellen bei
800 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Das Medium wurde entfernt und die Zellen in 500 pl Keratinocyte
serum-free medium (KSFM) resuspendiert, in ein Well einer 24-Well-Platte eingesét und kultiviert. Zum

Anwachsen der Kultur wurden die Zellen bei 37°C inkubiert.

Das Medium wurde alle drei Tage gewechselt, um optimale Wachstumsbedingungen herzustellen. Das

Zellwachstum wurde jeden Tag mit dem Mikroskop kontrolliert.
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Passagieren der Zellen in eine 6-Well-Platte:

Nachdem die LEZ in einem Well der 24-Well-Platte zu ca. 90% konfluent waren, wurden sie in eine 6-
Well-Platte eingesdt. Das KSFM wurde entfernt und 500 pl Trypsin-Ethylendiamintetraessigsdure
(EDTA)-Losung dazugegeben, um die adhérenten Zellen vom Boden der Platte 16sen. AnschlieBend
wurden die Zellen bei 37°C fiir fiinf Minuten inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden 500 pl
DMEM (mit 5% FCS) dazugegeben und in ein Eppendorfgefal pipettiert. Die Zellen wurden bei 800 g
fiir fiinf Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen, 1 ml PBS zum Zellpellet
gegeben und die Zentrifugation fiir fiinf Minuten mit 800 g wiederholt. Das PBS wurde verworfen, das
Pellet in 1 ml KSFM gelost und in ein Well einer 6-Well-Platte einpipettiert. Dazu wurden noch 2 ml
KSFM dazugegeben. Es erfolgte die Kultivierung bei 37°C, bis die Zellen konfluent angewachsen

waren.

Zellpassage in drei Wells einer 6-Well-Platte:

Als die LEZ im Well konfluent waren, konnten sie auf drei Wells einer 6-Well-Platte aufgeteilt werden.
Hierzu wurden die LEZ wie oben beschrieben in ein Well einer 6-Well-Platte passagiert und diesmal

auf drei Wells aufgeteilt.

Behandlung der Zellen mit Retinoiden und dem ABCG2-Blocker

Vor der Behandlung der Zellen wurden Stammlosungen der Retinolderivate und des ABCG2-Blockers
angesetzt, welche die Einstellung der Endkonzentration des Mediums mit moglichst wenig

Losungsmittel (DMSO) ermdglichten.

Bei den drei verschiedenen Zellbehandlungen wurden folgende Substanzen in folgenden

Konzentrationen und Behandlungszeiten eingesetzt (siche Tab. 7 und 8, S. 27-28)

Tabelle 7. Behandlungssubstanzen und Endkonzentrationen der Retinolderivate bei der 24-stiindigen Behandlung von LEZ.

Behandlung Retinol Behandlungssubstanz | Endkonzentration Retinolderivat [uM]
1. Well DMSO-Kontrolllosung | 0

2. Well Retinol 0,5

3. Well Retinol 1,5

27



3 Material und Methoden

Behandlung Retinséiiure Behandlungssubstanz | Endkonzentration Retinolderivat [uM]
1. Well DMSO-Kontrolllgsung | 0

2. Well All-trans-Retinsdure 0,5

3. Well All-trans-Retinsdure 1,5

Tabelle 8. Behandlungssubstanzen und Endkonzentrationen der Retinolderivate bei der 48-stiindigen Behandlung von LEZ.

Behandlung Retinol Behandlungssubstanz | Endkonzentration Retinolderivat [uM]
1. Well DMSO-Kontrolllgsung | 0
2. Well Retinol 1
3. Well Retinol 5
Behandlung Retinséiiure Behandlungssubstanz | Endkonzentration Retinolderivat [uM]
1. Well DMSO-Kontrolllgsung | 0
2. Well All-trans-Retinsdure 1
3. Well All-trans-Retinsédure 5
Behandlung Retinol + Behandlungssubstanz | Endkonzentration Retinolderivat und
ABCG2-Blocker ABCG2-Blocker [nM]
1. Well DMSO-Kontrolllosung | 0
2. Well Retinol 100
3. Well Retinol + ABCG2- | je 100
Blocker

Als Kontrolle wurde Dimethylsulfoxid (DMSO), das im gleichen Volumen wie fiir die Behandlung mit
Retinoiden und dem ABCG2-Blocker eingesetzt wurde, verwendet (max. 5 pl). Nachdem die LEZ
behandelt wurden, wurden sie fiir 24 bzw. 48 Stunden bei 37°C inkubiert.

3.2.2 RNA/Protein-Isolation

Zur RNA- und Protein-Isolation wurde das Medium (KSFM + Behandlungssubstanz) von den Zellen
entfernt, anschlieBend wurde jedes Well in 2 ml PBS gewaschen. Das PBS wurde wieder entfernt und
in jedes Well 300 pl Lysepuffer pipettiert. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber abgeldst und in ein
Eppendorfgefal} pipettiert.
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Aus den so gewonnenen Zelllysaten wurden die RNA und die Proteine iiber ein Silica-basiertes
Saulensystem isoliert. Die Isolation wurde nach dem standardisierten Protokoll von Bioline

(Katalognummer BIO-52085) durchgefiihrt.

Die RNA-Konzentration wurde mithilfe eines Nano-Drop Spektralphotometers gemessen. Dabei wurde
mittels Ultraviolet/Visible (UV/VIS)-Spektroskopie und dem modifizierten Lambert-Beerschen Gesetz
c= (A*e)/b die RNA-Konzentration (in ng/pl) berechnet. Hierzu wurde die gemessene Absorption des
Lichts durch die RNA (A= gemessene Absorptions-Unit [AU]), der Extinktionskoeffizient (e= 40
[ng*cm/pl]) und der festgelegte Abstand zwischen den Messsockeln (b= 0,1 [cm]) verwendet (Thermo
Fisher Scientific: NanoDrop 1000 Spectrophotometer V3.8 User’s Manual, Seiten 5-1, 5-2, 7-1, 19-1,
19-2). Es wurden 500 ng RNA pro cDNA-Synthese eingesetzt und die dafiir erforderliche RNA-Menge

aus der RNA-Konzentration berechnet.

3.2.3 c¢DNA-Synthese und quantitative Polymerasekettenreaktion

cDNA-Synthese

Die Herstellung der cDNA erfolgte standardisiert nach dem Protokoll des OneTaq RT-PCR Kits von
New England BioLabs. Der Reaktionsmix fiir eine Reaktion fiir die cDNA-Synthese setzte sich

folgendermafen zusammen (siche Tab. 9).

Tabelle 9. Reaktionsmix fiir eine Reaktion fiir die cDNA-Synthese. Die erforderliche RNA-Menge fiir den Reaktionsmix 1
wurde aus der gemessenen RNA-Konzentration [ng/ul] so berechnet, dass 500 ng RNA pro cDNA-Synthese eingesetzt wurden.
Weil im ersten Reaktionsmix ein Gesamtvolumen von 8 ul und das Volumen des Oligo d(T)23 Primers mit 2 ul vorgegeben ist,
muss das RNA-Volumen zwischen 0 und 6 ul liegen. Aus dem Gesamtvolumen des ersten Reaktionsmix (8 ul), dem berechneten
RNA-Volumen und dem Volumen des Oligo d(T)23 Primers (2 ul) wurde das Volumen von H>O [ul] berechnet.

Reaktionsmix Volumen [ul

Reaktionsmix 1

RNA (500 ng) x (Die Variable x steht fiir eine beliebige Zahl zwischen 0 und 6)
Oligo d(T)23 Primer 2

H>O (Nuclease-frei) Volumen Gesamt Reaktionsmix 1 - (Volumen rna + Volumen otigo d(T)23 Primer)

Gesamt 8

29



3 Material und Methoden

Reaktionsmix 2

Reaktionsmix 1 8
+ M-MuLV Reaction Mix 10
+ M-MuLV Enzyme Mix 2
+ H20 (Nuclease-frei) 30

Gesamt 50

Quantitative Polymerasekettenreaktion (qPCR)

Mit der qPCR ist es mdglich, tiber die bendtigten Amplifikationszyklen eines Gens bis zum Ct-Wert
(kritischer Stellenwert) und mittels weiterer Normalisierung (AACt-Methode) auf die relative cDNA-
und damit mRNA-Menge zum Zeitpunkt der Zelllyse zu schlieBen. Dies ermoglicht eine Aussage liber
die Hoch- bzw. Herunterregulation eines Gens im Vergleich zu der Kontrolle. Fiir die gPCR wurden

Primer der Firma Qiagen und der SYBR Green-Mix genutzt und nach Herstellerangaben gearbeitet.

Von dem Ct-Wert des Zielgens wurde das arithmetische Mittel der Ct-Werte der Referenzgene beta-
Glucuronidase (GUSB) und TATA4-binding-Protein (TBP) subtrahiert (ACt). AnschlieBend wurden von
den ACt-Werten der Kontrollprobe die ACt-Werte der Behandlungsprobe subtrahiert (AACYt). Der ,.fold
change®, der eine hoch (>1), - oder herunterregulierte Genexpression (<1) des Zielgens im Vergleich

zur Kontrolle (1.0) darstellt, errechnet sich aus 244",

Fiir die qPCR wurde eine 96-Well-Platte benutzt. In ein Well wurden jeweils 20 pl Primermix und 5 pl
Templatemix pipettiert. Diese Mixe, exemplarisch fiir ein Well, setzten sich folgendermafien zusammen
(siehe Tab. 10)

Tabelle 10. Ansatz von Primermix und Templatemix fiir ein Well einer 96-Well-Platte.

Primermix Volumen [pl] Templatemix | Volumen [ul]
Primer 2,5 cDNA 1
SYBR-Green 13 H,O 4

H,O 4.5 Gesamt 5

Gesamt 20
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Abbildung 7. Thermocycler-Profil der Software QuantStudio™ Design & Analysis. Die Elongationsphase ist in diesem
Programm nicht extra programmiert, da die Amplikons sehr kurz sind und die Striinge wdihrend des Hochheizens, wenn die
72°C kurzzeitig erreicht werden, repliziert werden konnen.

Die Schritte der Schmelzkurvenanalyse waren folgende: 95°C fiir 15 s, 60°C fiir 1 min und anschliefsend kontinuierliche
Erhéhung mit 0,15°C/s auf 95°C. Die Schmelzkurve diente neben einer vorherigen Primer-Validierung der zusdtzlichen
Qualitditskontrolle der qPCR. Hierbei wurde die Schmelztemperatur der Amplikons bestimmt, die fiir das Auftrennen der
doppelstringigen DNA erforderlich war. Der bis zu diesem Punkt kontinuierlich detektierte Fluoreszenzfarbstoff (SYBR-
Green) wird dabei nach dem Auftrennen des DNA-Doppelstranges freigesetzt, was somit zu einem Abfall in der
Fluoreszenzintensitit fiihrt. Die Schmelzkurve wird iiblicherweise als Anderung der Fluoreszenzintensitit angegeben. Dadurch
ergibt sich ein Maximum am Schmelzpunkt des Amplikons (Aufirennen des DNA-Doppelstranges). Das Auftreten mehrerer
Peaks wiirde fiir Nebenprodukte in der gPCR sprechen.

Die Schritte des PCR-Profils waren folgende: Initiale Denaturierung auf 95°C iiber 5 min,
Denaturierung bei 95°C fiir 10 s, Primerhybridisierung bei 60°C iiber 30 s und Elongation auf 72°C
(siche Abb. 7). Die Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation wurden fiir 40 Zyklen

wiederholt.

Zur Auswertung wurde die Software QuantStudio™ Design & Analysis genutzt. Aus den von der
Software berechneten Ct-Werten wurde jeweils der ACt-Wert, der AACt-Wert sowie der Fold Change

berechnet.

3.2.4 Western Blot

Mit dem Western Blot ist es moglich, die von Retinolderivaten beeinflusste Proteinexpression der
Marker von LEZ im Vergleich zur Kontrollprobe zu detektieren. Hierzu wurden folgende Schritte

durchgefiihrt:

31



3 Material und Methoden

Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde der Bradford-Test nach dem standardisierten

Protokoll von Sigma-Aldrich (Katalognummer B6916) durchgefiihrt (Messung bei 595 nm).

Probenvorbereitung und Elektrophorese

Pro Probe wurden 20 pg Protein fiir einen Western Blot verwendet. Exemplarisch fiir ein Tube wurden

folgende Losungen pipettiert (siche Tab. 11):

Tabelle 11. Mix fiir die Herstellung eines Tubes fiir die Elektrophorese. Das Protein-Volumen wurde aus der Gesamtmenge
eines Tubes (20 ug) und der Proteinkonzentration [ug/ul] aus dem Bradford-Test berechnet. Aus dem Gesamtvolumen eines
Tubes (20 ul), dem Protein-Volumen [ul] und dem Volumen des Laemmlipuffers (4 ul) wurde das Volumen von H>O [ul]
berechnet.

Micx fiir Elektrophorese Volumen [unl]

Protei ke
rotein 20 pg/x "

(Die Variable x steht fiir das Ergebnis aus der
Konzentrationsbestimmung des Bradford-Tests.)

Laemmlipuffer (5-fach) 4

H20 Volumen Gesamt ~ (VOlumen Laemmlipuffer+ Volumen Protein)

Gesamt 20

Die Proteinproben wurden im Thermoblock fiir fiinf Minuten auf 95°C aufgeheizt und auf Eis wieder
heruntergekiihlt. Das SDS-Gel mit dem Gelhalter wurde in die Elektrophoresekammer gesteckt und die
Kammer mit 3-(N-Morpholino)propansulfonsédure (MOPS)-Puffer aufgefiillt. AnschlieBend wurde das
Gel mit den Proben und dem dual-colour Marker (Bio-Rad Laboratories) beladen und eine Spannung
von 150 Volt fiir eine Stunde angelegt. Die Proteine wurden nach ihrer Molekiilmasse (kDa) auf dem

Gel getrennt.

Blotten und Antikdrper-Inkubation

Die Proteinbanden auf dem Gel wurden mit dem Semi-Dry-Blotter auf eine Nitrozellulosemembran
iibertragen. Die Membran wurde drei Mal fiir fiinf Minuten mit 10 ml Waschpuffer gewaschen. Der

Primér-Antikorper wurde mit dem jeweiligen anti-mouse/ anti-rabbit-Sekundar-Antikorper verdiinnt
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(siche Tab. 6, S. 25) und auf die Membranen gegeben. Die Membranen wurden fiir eine Stunde unter
Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden drei Waschschritte (3x5 Minuten 10 ml Waschpufter)
durchgefiihrt.

Zur Detektion der Proteine wurden die auf der Blotmembran gebundenen Peroxidase-gekoppelten
Antikorper mit einem Chemilumineszenz-Reagenz inkubiert. Die Lichtreaktion wurde mit einer

Charge-coupled device-Kamera (CCD-Kamera) (Imaging System LAS 4000) gemacht.

Um die Antikdrper von den Membranen zu entfernen, wurden jeweils 10 ml Stripping-Puffer benutzt.

Der Waschschritt (3x5 Minuten 10 ml Waschpuffer) wurde anschlieend wiederholt.

Als Ladekontrolle wurde das Protein B-Actin (ACTB) genutzt, welches mit einem entsprechenden
Antikorper nachgewiesen wurde. Mit dieser Ladekontrolle stellt man sicher, dass bei allen Proben

dieselbe Gesamtmenge an Protein aufgetragen wurde.

3.2.5 siRNA-Behandlung gegen ADH7

Fiir die siRNA-Behandlung wurden ebenfalls LEZ verwendet. Die Isolation und das Passagieren der

Zellen erfolgte in derselben Weise, wie es im Abschnitt 3.2.1 (siche S. 26-27) bereits beschrieben wurde.

Sobald die LEZ zu etwa 90% Konfluenz angewachsen waren, wurden sie mit der siRNA gegen ADH7
und gegen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) behandelt. Die siRNA gegen
GAPDH diente hierbei als Positiv-Kontrolle. Als negative Kontrolle wurde unspezifische siRNA

eingesetzt.

Zur Herstellung der Behandlungssubstanz fiir das siRNA-Modell wurden in den ersten Mix 150 pl Opti-
MEM mit 5 ul Lipofectamine pipettiert, die Substanzen gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. In den zweiten Mix wurden 150 pl Opti-MEM mit 0,75 pl siRNA gegen ADH?7 einpipettiert.
Der erste und der zweite Mix wurden vermischt und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieBend wurde der Mix gleichmidBig auf die Zellen verteilt und fiir 48 Stunden inkubiert.

Die LEZ wurden mit folgenden Behandlungssubstanzen und folgenden Endkonzentrationen der siRNA

behandelt (siche Tab. 12, S. 34):
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Tabelle 12. Behandlungssubstanzen und Endkonzentrationen der siRNA bei der Behandlung von LEZ.

Behandlungssubstanz Endkonzentration [nM]
1. Well siRNA-Kontrolle 5
2. Well siRNA ADH7 5
3. Well siRNA GAP-DH 5

3.2.6 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung der Genexpressionsergebnisse der Versuche mit Retinol-sowie
Retinsiure-Behandlung (Fold Change (2*“)) wurde mit GraphPad Prism 7.04 eine einfache
Varianzanalyse (one-way ANOVA) mit anschlieBendem Dunnett's mulitple comparisons Test
durchgefiihrt. Zur statistischen Auswertung der Genexpressionsergebnisse der Versuche mit dem
ABCG2-Blocker wurde eine einfache Varianzanalyse (one-way ANOVA) mit anschlieBendem Tukey
Test durchgefiihrt. Zur statistischen Auswertung der Western Blot-Ergebnisse wurde die Dichte der
Blots quantitativ mit dem Programm Imagel] ausgewertet. AnschlieBend wurde mit GraphPad Prism
7.04 ein one-way ANOVA-Test, sowie der Dunnett’s multiple comparisons test fiir die Ergebnisse der
Versuche mit Retinol- sowie Retinsdure-Behandlung und der Tukey Test fiir die Ergebnisse der
Versuche mit dem ABCG2-Blocker durchgefiihrt. Die P-Werte unter 0,05 wurden als statistisch

signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Genexpressionsergebnisse nach Behandlung von Limbusepithelzellen

mit Retinolderivaten

4.1.1 Marker mit signifikant verinderter Genexpression
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Abbildung 8. Genexpressionsdaten des signifikant regulierten Markers PAX6. Balkendiagramme zeigen den Fold Change
der mit Retinol (Ret) fiir 24 Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, SuM) sowie mit Retinsdure (at-RA) fiir 24 Stunden
(0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, SuM) behandelten Proben im Vergleich zur Kontrolle (Ctrl). Die Genexpressions-
Versuche wurden jeweils mit Zellkulturen, die aus verschiedenen Hornhautspenden gewonnen wurden, unter den gleichen
Bedingungen drei Mal wiederholt (n=3). * p <0,05; ** p<0,01. Quelle: Latta et al. 2021 [54]

Unter der 24-stiindigen Behandlung mit 0,5 uM und 1,5 uM Retinol war die Genexpression von PAX6
im Vergleich zur Kontrolle signifikant erh6ht (FCiean= 1,198; p=0,0024 fiir 0,5 uM und FCpean= 1,196;
p= 0,0025 fiir 1,5 uM). Im Gegensatz dazu war die Genexpression durch die 48-stiindige Behandlung
mit 1 pM und 5 uM Retinsdure signifikant vermindert (FCpean= 0,6567; p=0,0448 fiir 1 uM und
FCean= 0,5777; p= 0,0195 fiir 5 uM). Unter der 24-stiindigen Behandlung mit Retinsdure war die
Genexpression von PAXG6 nicht signifikant verdndert (p> 0,6682). Unter der 48-stiindigen Behandlung
mit Retinol zeigte sich die Genexpression von PAX6 nicht signifikant verdndert (p> 0,6944) (siche
Abb. 8).
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Abbildung 9. Genexpressionsdaten des signifikant herunterregulierten Markers ABCG2. Balkendiagramme zeigen den Fold
Change der mit Retinol (Ret) fiir 24 Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, 5uM) sowie mit Retinsdure (at-RA) fiir 24
Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, SuM) behandelten Proben im Vergleich zur Kontrolle (Ctrl). Die
Genexpressions-Versuche wurden jeweils mit Zellkulturen, die aus verschiedenen Hornhautspenden gewonnen wurden, unter
den gleichen Bedingungen drei Mal wiederholt (n=3). * p <0,05; ** p<0,01. Quelle: Latta et al. 2021 [54]

Unter der 48-stiindigen Behandlung mit 5 uM Retinsdure war die Genexpression von ABCG2
signifikant vermindert (FCmean=0,2967; p= 0,0024). Unter der Behandlung mit Retinol war die
Genexpression nicht signifikant verdndert (p>0,5088). Unter der 24-stiindigen Behandlung mit
Retinsdure war die Genexpression ebenfalls nicht verdndert (p> 0,9206) (siche Abb. 9).
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Abbildung 10. Genexpressionsdaten des signifikant herunterregulierten Markers SPINK7. Balkendiagramme zeigen den
Fold Change der mit Retinol (Ret) fiir 24 Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, 5uM) sowie mit Retinsdure (at-RA)
fiir 24 Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, 5uM) behandelten Proben im Vergleich zur Kontrolle (Ctrl). Die
Genexpressions-Versuche wurden jeweils mit Zellkulturen, die aus verschiedenen Hornhautspenden gewonnen wurden, unter
den gleichen Bedingungen drei Mal wiederholt (n=3). *p <0,05; **p<0,01; *** p< 0,001, Quelle: Latta et al. 2021 [54]

Die Genexpression von SPINK7 wurde durch die 48-stiindige Behandlung mit 1 uM (FCpean= 0,2835;
p= 0,0018) und 5 pM (FCean= 0,3193; p= 0,0026) Retinol sowie durch die 24- und 48-stiindige
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Behandlung mit 0,5 pM (FCuean=0,5160; p= 0,0183) und 1,5 pM (FCpean= 0,5223; p= 0,0198)
respektive 1 uM (FCpean= 0,1813; p< 0,0001) und 5 puM (FCuean=0,1277; p< 0,0001) Retinsdure
signifikant herunterreguliert. Unter der 24-stiindigen Behandlung mit 0,5 pM und 1,5 uM Retinol war
die Genexpression von SPINK7 nicht signifikant verdndert (p> 0,3716) (siche Abb. 10, S. 36).
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Abbildung 11. Genexpressionsdaten des signifikant herunterregulierten Markers DSG1. Balkendiagramme zeigen den Fold
Change der mit Retinol (Ret) fiir 24 Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, SuM) sowie mit Retinsdure (at-RA) fiir 24
Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, SuM) behandelten Proben im Vergleich zur Kontrolle (Ctrl). Die
Genexpressions-Versuche wurden jeweils mit Zellkulturen, die aus verschiedenen Hornhautspenden gewonnen wurden, unter
den gleichen Bedingungen drei Mal wiederholt (n=3). *p <0,05; **p<0,01; *** p<0,001. Quelle: Latta et al. 2021 [54]

Die mRNA-Level von DSG1 waren durch die Behandlung mit Retinolderivaten stark vermindert
exprimiert. Unter der 48-stiindigen Behandlung mit 1 pM (FCpean= 0,05625; p< 0,0001) und 5 pM
(FCrean= 0,05525; p< 0,0001) Retinol war die Genexpression von DSG1 signifikant herunterreguliert.
Unter der 24- sowie 48-stiindigen Behandlung mit 0,5 uM (FCpean= 0,205; p< 0,0001) und 1,5 uM
(FCunean= 0,1945; p< 0,0001) sowie 1 uM (FCuean= 0,068; p= 0,0005) und 5 uM (FCpean= 0,309;
p= 0,0023) Retinsdure war die Genexpression von DSG1 signifikant vermindert. Unter der 24-stiindigen
Behandlung mit 0,5 uM und 1,5 uM Retinol war die Genexpression von DSG1 nicht signifikant
verdndert (p> 0,0886) (siche Abb. 11).
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Abbildung 12. Genexpressionsdaten des signifikant herunterregulierten Markers Ki67. Balkendiagramme zeigen den Fold
Change der mit Retinol (Ret) fiir 24 Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, 5uM) sowie mit Retinsdure (at-RA) fiir 24
Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, 5uM) behandelten Proben im Vergleich zur Kontrolle (Ctrl). Die
Genexpressions-Versuche wurden jeweils mit Zellkulturen, die aus verschiedenen Hornhautspenden gewonnen wurden, unter
den gleichen Bedingungen drei Mal wiederholt (n=3). * p <0,05; ** p<0,01. Quelle: Latta et al. 2021 [54]

Die Genexpressionslevel des Proliferationsmarkers Ki67 waren unter der 48-stiindigen Behandlung mit
1 uM (FCuean= 0,4583; p=0,0354) und 5 uM (FCuean= 0,0093; p=0,0022) Retinsdure signifikant
herunterreguliert. Unter der 24- sowie 48-stiindigen Behandlung mit Retinol war die Genexpression
nicht verdndert (p>0,2221). Unter der 24-stiindigen Behandlung mit Retinsdure ergab sich keine
signifikante Veranderung des Expressionslevels (p> 0,2162) (siche Abb. 12).

Exemplarisch fiir die verminderte Proliferation der LEZ durch Retinséure stehen folgende Bilder, die

im Mikroskop gemacht wurden (siche Abb. 13).

Ctrl 1 uM 5 uM

Abbildung 13. Mit Retinsiure behandelte LEZ im Blick durch das Mikroskop: Es zeigt eine Abnahme der Zellzahl bei 1 uM,
die bei 5 uM zunimmt. Vergroferung 10-fach.
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Abbildung 14. Genexpressionsdaten des signifikant herunterregulierten Markers KRT3. Balkendiagramme zeigen den Fold
Change der mit Retinol (Ret) fiir 24 Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, 5uM) sowie mit Retinsdure (at-RA) fiir 24
Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, 5uM) behandelten Proben im Vergleich zur Kontrolle (Ctrl). Die
Genexpressions-Versuche wurden jeweils mit Zellkulturen, die aus verschiedenen Hornhautspenden gewonnen wurden, unter
den gleichen Bedingungen drei Mal wiederholt (n=3). * p <0,05; ** p<0,01. Quelle: Latta et al. 2021 [54]

Unter der 48-stiindigen Behandlung mit 1 uM (FCpean= 0,4658; p= 0,0081) und 5 uM (FCpean= 0,486;
p=0,0103) Retinol war die Genexpression von KRT3 signifikant vermindert. Die Genexpression war
unter der 24-stiindigen Behandlung mit Retinol (p> 0,457) sowie unter Retinséure-Behandlung nicht

signifikant veréndert (p=> 0,3048) (siche Abb. 14).
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Abbildung 15. Genexpressionsdaten des signifikant hochregulierten Markers KRT12. Balkendiagramme zeigen den Fold
Change der mit Retinol (Ret) fiir 24 Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, 5uM) sowie mit Retinsdure (at-RA) fiir 24
Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, 5uM) behandelten Proben im Vergleich zur Kontrolle (Ctrl). Die
Genexpressions-Versuche wurden jeweils mit Zellkulturen, die aus verschiedenen Hornhautspenden gewonnen wurden, unter
den gleichen Bedingungen drei Mal wiederholt (n=3). * p <0,05; **p<0,01; *** p<0,001. . Quelle: Latta et al. 2021 [54]

Die Genexpression von KRT12 wurde unter der 24-stiindigen Behandlung mit 1,5 pM Retinol
(FCrmean= 1,389; p=0,0221) und unter der 48-stiindigen 1 uM Retinol-Behandlung (FCpean= 1,734;
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p=0,0341) signifikant hochreguliert. Unter der 24- und 48-stiindigen Behandlung mit 1,5 uM
(FCumean= 1,744; p=0,0013) bzw. 1 uM (FCpean= 2,883; p= 0,0007) Retinsdure wurde die Genexpression
von KRT12 ebenfalls signifikant vermehrt exprimiert (siche Abb. 15, S. 39).
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Abbildung 16. Genexpressionsdaten des signifikant hochregulierten Markers KRT19. Balkendiagramme zeigen den Fold
Change der mit Retinol (Ret) fiir 24 Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, SuM) sowie mit Retinsdure (at-RA) fiir 24
Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, SuM) behandelten Proben im Vergleich zur Kontrolle (Ctrl). Die
Genexpressions-Versuche wurden jeweils mit Zellkulturen, die aus verschiedenen Hornhautspenden gewonnen wurden, unter
den gleichen Bedingungen drei Mal wiederholt (n=3). * p <0,05. Quelle: Latta et al. 2021[54]

Unter der 48-stiindigen Behandlung mit 5 uM Retinséure war die Genexpression von KRT19 signifikant
erhoht (FCpean= 2,902; p=0,0394). Unter der Behandlung mit Retinol war die Genexpression nicht
signifikant veréndert (p> 0,0656). Unter der 24-stiindigen Behandlung mit Retinséure zeigte sich keine
Anderung der Genexpression (p> 0,3861) (sieche Abb. 16).
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4.1.2  Marker mit Genexpression ohne signifikante Anderungen
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Abbildung 17. Genexpressionsdaten des nicht-signifikant regulierten Markers ADH?7. Balkendiagramme zeigen den Fold
Change der mit Retinol (Ret) fiir 24 Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, 5uM) sowie mit Retinsdure (at-RA) fiir 24
Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, SuM) behandelten Proben im Vergleich zur Kontrolle (Ctrl). Die
Genexpressions-Versuche wurden jeweils mit Zellkulturen, die aus verschiedenen Hornhautspenden gewonnen wurden, unter
den gleichen Bedingungen drei Mal wiederholt (n=3). Quelle: Latta et al. 2021 [54]

Die Behandlung mit Retinolderivaten zeigte beim Marker ADH7 keinen signifikanten Effekt auf die
Genexpression. Eine tendenzielle Herunterregulation zeigte sich unter der 48-stiindigen Behandlung mit
Retinol (p> 0,0794) sowie durch die 24-stiindige Behandlung mit Retinsdure (p> 0,0874). Unter der 48-

stiindigen Behandlung mit Retinsdure war die Genexpression von ADH7 leicht vermindert (p> 0,1329)
(siche Abb. 17).
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Abbildung 18. Genexpressionsdaten des nicht-signifikant regulierten Markers ALDHI1AI. Balkendiagramme zeigen den
Fold Change der mit Retinol (Ret) fiir 24 Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, 5uM) sowie mit Retinsdure (at-RA)
fiir 24 Stunden (0,5uM, 1,5uM) und 48 Stunden (1uM, 5uM) behandelten Proben im Vergleich zur Kontrolle (Ctrl). Die
Genexpressions-Versuche wurden jeweils mit Zellkulturen, die aus verschiedenen Hornhautspenden gewonnen wurden, unter
den gleichen Bedingungen drei Mal wiederholt (n=3). Quelle: Latta et al. 2021 [54]

41



4 Ergebnisse

Durch die Behandlung mit Retinolderivaten war die Genexpression von ALDH1A1 weder unter der
Behandlung mit Retinol (p> 0,1111) noch unter der Behandlung mit Retinsadure (p> 0,0814) signifikant
verdandert (siche Abb. 18, S. 41).

4.1.3 Genexpressionsergebnisse durch die Behandlung mit Retinol und dem ABCG2-
Blocker Ko143
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Abbildung 19.. Genexpressionsdaten der Marker (1) PAX6, (B) ABCG2, (C) SPINK7, (D) DSG1, (E) Ki67, (F) KRT3,
(G) KRTI12, (H) KRT19, (I) ADH7 und (J) ALDHI1AI nach Behandlung mit Retinol und dem ABCG2-Blocker Kol43.
Balkendiagramme zeigen den Fold Change der mit 100 nM Retinol (Ret) und 100 nM Retinol (Ret) + 100 nM ABCG2-Blocker
Kol43 fiir 48 Stunden behandelten Proben im Vergleich zur Kontrolle (Ctrl). Die Genexpressions-Versuche wurden jeweils
mit Zellkulturen, die aus verschiedenen Hornhautspenden gewonnen wurden, unter den gleichen Bedingungen drei Mal
wiederholt m=3). * p <0,05; **p<0,01; *** p< 0,001

Durch die 48-stiindige Behandlung mit 100 nM Retinsdure war die Genexpression von SPINK7
signifikant herunterreguliert (p=0,0006). Auch durch die gemeinsame Behandlung mit 100 nM
Retinsdure und 100 nM ABCG2-Blocker war die Genexpression von SPINK?7 signifikant vermindert
(p=0,0004). Die Behandlung mit 100 nM Retinséure im Vergleich zur Behandlung mit Retinséure +
ABCG2-Blocker war untereinander nicht signifikant verdndert (p= 0,7974) (siche (C), Abb. 19, S. 42).

Durch die Behandlung mit 100 nM Retinsdure waren die mRNA-Level von DSGI1 signifikant
vermindert exprimiert (p= 0,0226). Unter der gleichzeitigen Behandlung mit Retinsdure und ABCG2-
Blocker war die Genexpression von DSGI1 ebenfalls signifikant herunterreguliert (p=0,0493). Die
Behandlung durch Retinséure und durch Retinsdure + ABCG2-Blocker ergab untereinander keine

signifikante Veranderung (p= 0,7973) (siche (D), Abb. 19, S. 42).

Sowohl durch die Behandlung mit 100 nM Retinol als auch durch die Behandlung mit Retinol +
ABCG2-Blocker war die Genexpression der Marker (A) PAX6, (B) ABCG2, (E) Ki67, (F) KRT3,
(G) KRTI12, (H) KRT19, (I) ADH7, (J) ALDHIAI nicht signifikant veréndert (p>0,118) (siche
Abb. 19, S. 42-43).
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4.2 Western Blot-Ergebnisse nach Behandlung von Limbusepithelzellen mit

Retinolderivaten
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Abbildung 20. Western-Blots der Marker PAX6, KRT12, ADH7 und f-Actin (ACTB, Kontrollprobe). Behandlung jeweils
mit Retinsdure (Ctrl, 1uM, 5uM), Retinol (Ctrl, 100nM, 1uM, SuM) und Retinol + ABCG2-Blocker Kol43 (Ctrl, 100nM,
100nM + Kol43). Die jeweilige Molekiilmasse der Proteine ist in Kilodalton angegeben.
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Abbildung 21. Densitometrische Auswertung der Proteinexpressionsdaten des nicht-signifikant regulierten Markers PAXG6.
Balkendiagramme mit relativer Quantifizierung des in Abb. 20 regulierten Markers PAX6 unter der Behandlung mit (A) Retinol
(Ret) (Ctrl, 1uM, 5uM) und (B) Retinsdure (at-RA) (Ctrl, 1uM, 5uM. p-Actin (ACTB) diente hierbei als Referenz. Die
Proteinexpression wurde auf p-Actin normalisiert. Die Western Blot-Versuche unter der Behandlung von LEZ mit
Retinolderivaten wurden drei Mal durchgefiihrt (n=3).
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Weil PAX6 zwei Isoformen (PAX6-a, PAX6-b) mit unterschiedlicher Proteingrofe (48 kDa, 46 kDa)
besitzt, waren im Blot Doppelbanden zu erkennen (siche Abb. 20, S. 44). PAX6-b lauft auf ca. 48 kDa
und PAX6-a auf der Membran weiter unten auf ca. 46 kDa. Dabei waren die Banden von der PAX6-a-
Isoform starker ausgepragt (siche Abb. 20, S. 44).

Die exemplarische Abbildung des Western-Blot-Versuchs mit Retinsdure (siche Abb. 20, S. 44) zeigte
fiir PAX6 eine tendenzielle Abnahme der Proteinmenge fiir 1 uM und 5 pM im Vergleich zur Kontrolle.
Im Versuch unter der Behandlung mit Retinol war die Proteinmenge mit den Konzentrationen 1 uM und

5 uM nicht veréndert.

Die quantitative Analyse der Western Blot-Ergebnisse ergab fiir PAX6 unter der Behandlung mit
Retinsdure und Retinol keine signifikante Herunterregulation (p> 0,1617) (siche Abb. 21, S. 44).
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Abbildung 22. Densitometrische Auswertung der Proteinexpressionsdaten des signifikant regulierten Markers KRT12.
Balkendiagramme mit relativer Quantifizierung des in Abb. 20 regulierten Markers KRT12 unter der Behandlung mit (A)
Retinol (Ret) (Ctrl, 1uM, 5uM) und (B) Retinsdure (at-RA) (Ctrl, luM, SuM). f-Actin (ACTB) diente hierbei als Referenz. Die
Proteinexpression wurde auf p-Actin normalisiert. Die Western Blot-Versuche unter der Behandlung von LEZ mit
Retinolderivaten wurden drei Mal durchgefiihrt m=3). * p <0,05

Die Proteinexpression von KRT12 nahm in der exemplarischen Abbildung unter der Behandlung mit
Retinsdure sowohl fiir 1 uM als auch fiir 5 uM leicht zu (siche Abb. 20, S. 44). Die quantitative
Auswertung der Western Blot-Ergebnisse von KRT12 zeigte fiir die Retinsdure-Behandlung ebenfalls
eine Hochregulation fiir 5 uM (p= 0,0384). Bei 1 uM Retinsdure war die Proteinexpression nicht
signifikant veréndert (p= 0,1447) (siche Abb. 22).
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Abbildung 23. Densitometrische Auswerrung der Proteinexpressionsdaten des signifikant regulierten Markers ADH?7.
Balkendiagramme mit relativer Quantifizierung des in Abb. 20 regulierten Markers ADH7 unter der Behandlung mit (A)
Retinol (Ret) (Ctrl, 1uM, 5uM) und (B) Retinsdure (at-RA) (Ctrl, 1uM, 5uMp-Actin (ACTB) diente hierbei als Referenz. Die
Proteinexpression wurde auf p-Actin normalisiert. Die Western Blot-Versuche unter der Behandlung von LEZ mit
Retinolderivaten wurden drei Mal durchgefiihrt (n=3). *p <0,05

Die Proteinexpression von ADH7 war sowohl unter der Behandlung mit Retinséure als auch mit Retinol
in der exemplarischen Abbildung im Vergleich zur Kontrollprobe nicht stark veréndert (siche Abb. 20,
S. 44). Die Behandlung mit Retinol induzierte in der quantitativen Analyse sowohl fiir 1 uM (p= 0,0499)
als auch fiir 5 uM (p= 0,048) eine signifikante Hochregulation der Proteinexpression (siche Abb. 23,
A).

ADH7 war dagegen unter der Behandlung mit Retinséure (5 uM) signifikant herunterreguliert
(p=0,0284). Mit 1 uM Retinsdure war die Proteinexpression nicht signifikant verdndert (p= 0,1962;
siche Abb. 23, B).
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Abbildung 24. Proteinexpressionsdaten von Markern nach Behandlung mit Retinol und dem ABCG2-Blocker Kol43.
Balkendiagramme mit relativer Quantifizierung der in Abb. 20 regulierten Marker (4) PAX6, (B) KRT12 und (C) ADH7 unter
der Behandlung mit 100 nM Retinol (Ret) sowie 100 nM Retinol (Ret) + 100 nM ABCG2-Blocker Kol43 im Vergleich zur
Kontrolle (Ctrl). p-Actin (ACTB) diente hierbei als Referenz. Die Proteinexpression wurde auf p-Actin normalisiert. Die
Western Blot-Versuche unter der Behandlung von LEZ mit Retinol und dem ABCG2-Blocker wurden drei Mal durchgefiihrt

(n=3).

In der quantitativen Analyse der Proteinexpression von (A) PAX6, (B) KRT12 und (C) ADH7 zeigte
sich durch die Behandlung mit Retinol sowie Retinol + ABCG2-Blocker Ko143 keine signifikante
Veranderung (p> 0,1055) (siche Abb. 24).
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4.3 Genexpressions- und Western-Blot-Ergebnisse nach siRNA-Behandlung
gegen ADH7

4.3.1 Genexpressionsergebnisse nach Behandlung mit siRNA gegen ADH7 und GAPDH
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Abbildung 25 Genexpressionsdaten der Marker (A) ADH7, (B) PAX6, (C) ABCG2, (D) SPINK7, (E) DSGI, (F) Ki67,
(G) KRT3, (H) KRTI12, () KRT19 und (J) ALDHIAI im siRNA-Modell gegen ADH?7. Balkendiagramme zeigen den Fold
Change der mit 5 nM siRNA gegen ADH7 und 5 nM siRNA gegen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH,
Kontrollprobe) behandelten Proben. Die Genexpressions-Versuche des siRNA-Modells gegen ADH7 wurden vier Mal
durchgefiihrt (n=4). * p <0,05; **p< 0,01
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Die Genexpression von (A) ADH7 war aufgrund der siRNA-Behandlung gegen ADH7 signifikant
herunterreguliert (p= 0,0025).

Nach siRNA-Behandlung gegen GAPDH war die Genexpression von (H) KRT12 signifikant erhoht
(p=0,0269).

Die Genexpression von (B) PAX6, (C) ABCG2, (D) SPINK7, (E) DSG1, (F) Ki67, (G) KRT3, (I)
KRT19 und (J) ALDHIA1 war unter der siRNA-Behandlung gegen ADH7 (p> 0,1444 fiir SPINK?7)
und gegen GAPDH (p> 0,1403 fiir ADH7) nicht signifikant veréndert (siche Abb. 25, S. 48).

4.3.2 Western Blot-Ergebnis nach siRNA-Behandlung gegen ADH7 und GAPDH

Der Western Blot-Versuch des siRNA-Modells gegen ADH7 wurde zwei Mal durchgefiihrt (n= 2).
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Abbildung 26. Western-Blots der Marker ADH7 und ACTB (Kontrollprobe). Behandlung jeweils mit siRNA gegen ADH7
und siRNA gegen GAPDH (Kontrollprobe).

Im Western Blot des siRNA-Versuchs ergab sich im Gegensatz zu den Transkriptionsdaten (sieche

Abb. 25, S. 48) keine Herunterregulation von ADH7.
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4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Signifikante Genexpressions- und Proteinexpressionsergebnisse nach Behandlung von

Limbusepithelzellen mit Retinolderivaten

A B
LEZ von gesunden Patienten LEZ von gesunden Patienten
+ Retinolderivate + Retinolderivate
PAX6 I (Retinol), ADH7 1 (Retinol),
PAX6 | (Retinsdure), ABCG2 |, ADH7 | (Retinsdure), KRT12

SPINK7 {,, DSG1 {, Ki67 {,
KRT3 {/, KRT12 1, KRT19

Abbildung 27. Zusammenfassung der signifikanten Genexpressions- (A) und Proteinexpressionsergebnisse (B) unter der
Behandlung mit Retinolderivaten
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5 Diskussion

5.1 Vergleich zwischen Retinol- und Retinsdure-Behandlung und zwischen

der Behandlung nach verschiedenen Behandlungszeiten

Die Behandlung mit Retinol und Retinsdure bewirkt bei den meisten Markern &hnliche
Expressionsergebnisse. So ist sowohl bei den herunterregulierten Markern DSG1 und SPINK?7 als auch
bei den hochregulierten Markern KRT12 und KRT19 die Genexpression bei Retinol und Retinséure
gleichermaflen vermindert oder erhdht (siche Abb. 10, S. 36; Abb. 11, S. 37; Abb. 15, S. 39 und Abb. 16,
S. 40). Eine Ausnahme hinsichtlich dhnlicher Genexpressionsergebnisse nach Retinséure- und Retinol-
Behandlung stellt PAX6 dar: Hierbei ist die Genexpression unter der 24-stiindigen Behandlung mit
Retinol erhoht und unter der 48-stiindigen Behandlung mit Retinséure vermindert (siche Abb. 8, S. 35).

Unter der 24-stiindigen Behandlung mit Retinol zeigt sich auf Transkriptebene tendenziell eine
schwichere Regulation als unter der 48-stiindigen Behandlung mit Retinol. Dies zeigt sich
beispielsweise bei den Markern DSG1, SPINK7 und KRT3. Bei diesen Markern ist nur unter der 48-
stiindigen Retinol-Behandlung eine signifikante Genexpression vorhanden, unter der 24-stiindigen
Behandlung dagegen nicht (siche Abb. 10, S. 36; Abb. 11, S. 37 und Abb. 14, S. 39). Eine Erklarung
hierfiir konnte darin liegen, dass Retinol erst in den aktiven Metaboliten Retinsédure umgewandelt

werden muss. Nach 48 Stunden kann demnach mehr Retinol in Retinséure umgewandelt werden.

Die Expressionsergebnisse von Ki67, ABCG2 und KRT19 (siche Abb. 9, S. 36; Abb. 12, S. 38 und
Abb. 16, S. 40) zeigen, dass die Retinsdure-Behandlung auf die Marker im Vergleich zur Kontrollprobe
stitkere Effekte als die Retinol-Behandlung ausiibt. Dies zeigt sich insbesondere in der
Herunterregulation des Proliferationsmarkers Ki67 unter der Behandlung mit Retinsiure, wéhrend unter
Retinol-Behandlung Ki67 nahezu unverdndert im Vergleich zur Kontrolle bleibt (siche Abb. 12, S. 38).
Weil der Proliferationsmarker Ki67 deutlich vermindert exprimiert wird und auch im Mikroskop
weniger Zellen im Well erkennbar waren, kann von einer stirkeren Wirkung von Retinsdure auf eine
mogliche Differenzierung bzw. auf die Proliferation der LEZ im Vergleich zu Retinol ausgegangen
werden. Auch im Western-Blot waren die Expressionsdaten von KRT12 unter der Behandlung mit

Retinsdure deutlich stérker ausgeprigt als mit Retinol (siche Abb. 22, S. 45).

In der Literatur wird Retinséure in seiner Wirksamkeit ebenfalls als das potentere Retinolderivat
dargestellt: Beispielsweise beschreiben Ubels et al. eine Heilung von Epitheldefekten einzig unter der
Behandlung mit Retinséure, wiahrend Retinol diesen Effekt nicht zeigt [113]. Retinsdure ruft zudem bei
Kaninchen, die aufgrund eines Vitamin-A-Entzugs aus der Nahrung eine Xerophthalmie entwickelten,

an dem nicht-behandelten Auge eine dhnliche heilende Wirkung hervor wie an dem behandelten Auge.
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Diese Beobachtung legt somit eine systemische Wirkung nahe. Unter der Behandlung mit Retinol ist

dieser Effekt an dem nicht-behandelten Auge nicht zu beobachten [30].

Die Annahme einer potenteren Wirkung von Retinsdure erscheint naheliegend, da Retinséure direkt an
den Retinsdure-Rezeptoren wirken kann und Retinol zunichst in die aktive Form Retinsdure

umgewandelt werden muss [61].

Auf der anderen Seite weisen Studien auf Wirkungen von Retinol hin, die nicht auf der Wirkung der
aktiven Form Retinsdure beruhen und damit von Retinsidure unabhéngig sind. Allerdings ist der genaue
alleinige Wirkungsmechanismus von Retinol noch nicht genau geklart [45]. In einer Studie von See et
al. wird die Hypothese einer alleinigen Wirkung von Retinol ohne Retinsdure belegt: Bei trachtigen
Ratten wurde durch die Gabe von Vitamin-A-armer Nahrung fiir 10,5 Tage ein Vitamin-A-Mangel
induziert und anschlieBend Retinol bzw. Retinsdure substituiert. Diejenigen Ratten in der
Filialgeneration, die die Retinol-Substitution erhielten, erlitten keine oder weniger Fehlbildungen als die
Ratten, die mit Retinsdure behandelt wurden. Demnach ldsst sich auf eine Wirkung von Retinol

schlieen, die nicht liber Retinsdure vermittelt wird [97].

5.2 Interpretation der Genexpressionsergebnisse und Western-Blot-

Ergebnisse

5.2.1 Ahnlichkeit der Expressionsergebnisse zur PAX6-Defizienz und mogliches

Uberangebot von Retinolderivaten in Limbusepithelzellen

Da in der Arbeitshypothese eine Forderung der Differenzierung von LEZ durch Retinolderivate
angenommen wurde, stehen die Expressionsergebnisse dieser Arbeit iiberraschend im Widerspruch zur
urspriinglichen Arbeitshypothese. Der Differenzierungsmarker DSG1 sowie der Proteaseinhibitor
SPINK?7 sind vergleichbar mit der bei Aniridie zugrunde liegenden PAX6-Defizienz signifikant und der
Marker ADH7 tendenziell herunterreguliert. Bei der PAXG6-Defizienz kommt es zu
Differenzierungsstérungen im Limbus [56]. DSGI als kornealer Differenzierungsmarker [125] und
SPINK7 als potenzieller kornealer Differenzierungsmarker [122] werden durch die Behandlung mit
Retinolderivaten unter den Versuchsbedingungen in dieser Arbeit herunterreguliert (siche Abb. 10, S. 36
und Abb. 11, S. 37). Es ist daher anzunehmen, dass die Differenzierung von LEZ durch Retinolderivate
nicht gefordert wird. Die Herunterregulation der Differenzierungsmarker deutet darauf hin, dass eine
Differenzierungsstorung, wie sie bei PAX6-Defizienz vorliegt, sogar durch einen Uberschuss an

Retinolderivaten induziert werden konnte. Folglich besteht eine neue These, die im Gegensatz zu der
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Ausgangshypothese steht: Moglicherweise liegt den LEZ bei Aniridie kein Mangel an Retinolderivaten

zugrunde, sondern ein Uberangebot von Retinolderivaten kénnte zu dem Phénotyp der AAK beitragen.

Es gibt verschiedene Hinweise, die die These eines mdglichen Uberangebots von Retinolderivaten in

LEZ bei Aniridie stiitzen:

Die toxische Wirkung einer zu hohen Konzentration von Retinolderivaten ist aus der Literatur bekannt
[103]. Speziell in LEZ fiihrt laut Kim et al. eine zu hohe Konzentration von Retinsdure (ab 1 uM) zu
einer Fehldifferenzierung von LEZ, die sich morphologisch stark von physiologisch differenzierten LEZ
unterscheiden [46]. Auch bei der AAK ist die Ausbildung eines physiologisch differenzierten
Korneagewebes gestort [52], was einen potenziellen Zusammenhang eines Uberangebots an Retinsiure
mit der Pathophysiologie der AAK unterstreicht. Die Konzentration der 48-stiindigen Retinsdure-
Behandlung in der vorliegenden Arbeit belduft sich auf 1 uM bzw. 5 uM und geht damit iiber den
Bereich der Konzentration von Retinséure hinaus, der von Kim et al. zur Behandlung von LEZ gewahlt

wurde.

Wie bereits zuvor beschrieben, dhneln die Transkriptions- und Proteinexpressionsdaten der untersuchten
Gene unter der Behandlung mit Retinolderivaten den Expressionsdaten von Aniridie-Patienten. Durch
Retinolderivate wird keine Hochregulation der Differenzierungsmarker DSG1 und SPINK?7, also keine
Differenzierungsforderung beobachtet. Eine verstérkte Expression der Differenzierungsmarker hétte auf
einen Mangel an Retinolderivaten in LEZ bei Aniridie-Patienten hinweisen kdnnen. Denn bei diesen
sind Retinol-verstoffwechselnde Enzyme vermindert exprimiert [52]. Retinolderivate werden in Studien
als Forderer der Differenzierung von LEZ beschrieben [91]. Stattdessen kdnnen aufgrund der
Ahnlichkeit der Expressionsdaten von Markern in LEZ unter der Behandlung mit Retinolderivaten
(z.B.DSG1, ADH7, SPINK7) zu Expressionsdaten von Aniridie-Patienten &hnliche

Regulationsmechanismen vermutet werden.

Dass die Gabe von Retinolderivaten mit der Regulation von Differenzierungsmarkern korreliert, konnte
ein Hinweis auf einen potenziellen Pathomechanismus bei der AAK sein. Dieser konnte durch
Veranderungen im Retinolstoffwechsel, z.B. durch eine zu hohe Konzentration an Retinolderivaten auf

Zellebene gefordert werden.

Das am Retinsédure-Abbau beteiligte Enzym CYP26A1 ist bei Aniridie-Patienten signifikant
herunterreguliert [53], was ebenfalls die Verfiigbarkeit und Konzentrationen von Retinolderivaten in der
Zelle beeinflussen kann. Inwieweit CYP26A1 am Retinolstoffwechsel in LEZ beteiligt ist, miissen

weitere Versuche zeigen.
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5.2.2 Diskussion des Einflusses von Retinolderivaten iiber einen PAX6-vermittelten

Mechanismus auf Differenzierungsmarker

Durch die Behandlung mit Retinolderivaten ergeben sich bei PAX6 Veridnderungen in der Gen- und
Proteinexpression (siche Abb. 8, S. 35 und Abb. 21, S. 44). Die Ergebnisse auf Transkriptebene sind bei
PAXG6 in dieser Arbeit gegensétzlich: Wahrend durch die 24-stiindige Retinol-Behandlung PAX6 auf
Transkriptebene signifikant erhéht wird, ist die Genexpression durch die 48-stiindige Retinsdure-
Behandlung vermindert. Da die PAX6-Proteinmenge durch die Behandlung sowohl mit Retinol als auch
mit Retinsdure tendenziell abnimmt, konnte die durch Retinol hervorgerufene Hochregulation auf
Transkriptebene nur ein kurzfristiger Effekt sein. Bereits nach 48 Stunden zeigt sich nach Retinol-
Behandlung eine tendenzielle Abnahme der Genexpression. In der Literatur zeigt sich nach Retinsdure-
Behandlung bei PAX6 eine Tendenz, die sich zu dem Genexpressionsergebnis in dieser Arbeit
gegensitzlich verhélt: Unter der In-vitro-Behandlung von embryonalen Stammzellen mit Retinséure
wird PAX6 vermehrt exprimiert [24]. In einer weiteren Untersuchung wird PAX6 in Neuronen durch

die Behandlung mit Retinséure ebenfalls vermehrt exprimiert [ 124].

Die Genexpression der Differenzierungsmarker DSG1, SPINK7 sowie des Markers KRT3 wird in dieser
Studie durch Retinolderivate herunterreguliert (siche Abb. 10, S. 36; Abb. 11, S. 37 und Abb. 14, S. 39).
Die herunterregulierte Genexpression dieser Marker wird im Aniridie-Zellmodell (PAX6-Defizienz)
bzw. im siRNA-Versuch gegen PAX6 ebenfalls beobachtet [51,52]. Moglicherweise geschieht die
Herunterregulation der Differenzierungsmarker iiber den hemmenden Einfluss von Retinolderivaten auf
die PAX6-Proteinmenge. Unter der Behandlung mit Retinolderivaten wird zwar nicht signifikant
weniger PAX6-Protein exprimiert (siche Abb. 20, S. 44 und Abb. 21, S. 44), allerdings konnten selbst
minimale Anderungen der Proteinmenge von PAX6 starke Anderungen auf Transkriptionsebene zur
Folge haben. Um eine mdgliche, liber Retinolderivate vermittelte Herunterregulation von PAX6 auf
Proteinebene zu untersuchen, bedarf es mehr Wiederholungen von Western Blots von PAX6 nach der
Behandlung von LEZ mit Retinolderivaten. Da ein Defekt von PAX6 zentral in der Entstehung der
Aniridie ist [26], konnte eine Storung im Retinolstoffwechsel mit dem Pathomechanismus {iber PAX6

verkniipft sein.

Gegen die These einer Regulation von Markern, die durch Retinolderivate iiber PAX6-vermittelt wird,
spricht, dass durch die Behandlung von LEZ mit einem Retinsdure-Rezeptor-Blocker DSG1 auf
Transkriptebene hochreguliert wird [54]. Das bedeutet, dass ohne Retinsdure-Einfluss vermehrt DSG1
exprimiert wird und zeigt damit einen direkten Zusammenhang mit Retinolderivaten an. Daraus folgt,
dass Retinséure einen direkten — vermutlich nicht tiber PAX6 vermittelten - Einfluss auf die Expression

von DSG1 hat.
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5.2.3 Ausnahmerolle von KRT12 und Zusammenhang mit KRT3 und DSG1

Der korneale Differenzierungsmarker KRTI12 wird sowohl auf Transkriptions- als auch auf
Proteinebene stark hochreguliert (siehe Abb. 15, S. 39 und Abb. 22, S. 45), was zunéchst eine Férderung
der Differenzierung der LEZ durch Retinolderivate suggeriert. Von einer Forderung der Differenzierung
ist jedoch nicht auszugehen, da andere Differenzierungsmarker, wie z.B. DSG1 oder KRT3 stark
herunterreguliert werden. Da die Behandlung der LEZ in der Zellkultur mit einer Inkubationszeit von
24 bzw. 48 Stunden kurz war, konnte die Hochregulation von KRT12 nur ein kurzfristiger Effekt sein.

Moglicherweise wird KRT12 zu einem spéteren Zeitpunkt ebenfalls herunterreguliert werden.

Die Hochregulation von KRT12 liegt in dieser Studie einem unbekannten, iiber Retinolderivate
vermittelten Effekt zugrunde, der weiterer Analysen bedarf. PAX6 kann hierbei eine wichtige Rolle
spielen, denn laut Liu et al. soll PAX6 generell die KRT12-Expression fordern [59]. PAX6 wird in dieser
Studie durch die Behandlung mit Retinol vermehrt und mit Retinséure vermindert exprimiert. Neben
PAX6 bewirken wohl auch andere Marker eine Forderung der KRT12-Expression. So wird laut
Sasamoto et al. die Expression von KRT12 neben den Transkriptionsfaktoren PAX6-b und OCT4 auch
durch den Transkriptionsfaktor Kruppel-like factor 4 (KLF4) gefordert [92]. Die Expression von KLF4
wird wiederum durch Retinsdure, iiber den RARa vermittelt, gefordert [101]. Dies konnte auf eine
indirekte Forderung der KRT12-Expression durch Retinsdure hindeuten. Inwieweit KLF4 einen direkten

Einfluss auf die Expression von KRT12 in LEZ haben konnte, miissen weitere Untersuchungen zeigen.

DSG1 und KRTI2 sind korneale Differenzierungsmarker, die vermutlich unterschiedliche
Regulationsmechanismen haben: In dieser Studie ist KRT12 auf Transkriptions- und Proteinebene
signifikant vermehrt exprimiert (siche Abb. 15, S. 39 und Abb. 22, S. 45) und DSG1 auf Transkriptebene
herunterreguliert (siche Abb. 11, S. 37). Diese gegenldufigen Regulationsmechanismen zeigen auf, dass
die bei Aniridie beide herunterregulierten Differenzierungsmarker [51,52] wohl nicht iiber gleiche

Mechanismen reguliert werden.

5.2.4 Interpretation von Ki67 im Hinblick auf ein potenzielles Uberangebot an

Retinolderivaten

Die stark verminderte Genexpression von Ki67 durch Retinséure weist auf eine stark verminderte
Zellproliferation hin, was auch im Mikroskop ersichtlich war (siche Abb. 13, S. 38). Laut Literatur
fordert Retinsdure die Differenzierung von LEZ [91]. Folglich hétte man von einer Differenzierung der
LEZ in Vorlaufer kornealer Epithelzellen und der daraus resultierenden Reduktion der Zellzahl
ausgehen konnen. Die vorliegenden Ergebnisse deuten allerdings nicht auf eine Differenzierung der

LEZ in Vorldufer kornealer Epithelzellen hin, sondern es kann mdglicherweise von einer verminderten
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Differenzierung ausgegangen werden. Trotzdem wird bei hohen Retinséure-Konzentrationen die

Proliferation der Zellen eingeschréinkt, ohne einen starken Einfluss auf die Differenzierung zu haben.

Die Konzentration der Retinsdure scheint fiir den Zellzyklus entscheidend zu sein, da Retinsdure auch
eine fordernde Wirkung auf die Zellproliferation besitzt: So kann Retinséure im Zellkern an PPARPB/5

binden und dieser Komplex wirkt positiv auf das Zellwachstum und die Zellproliferation [123].

5.2.5 Die mogliche Rolle von DSG1 und SPINK?7 in der AAK

Davis et al. zeigen, dass bei Haploinsuffizienz von PAX6 der potenzielle Differenzierungsmarker DSG1
in kornealen Epithelzellen auf Proteinebene signifikant herunterreguliert ist [14]. DSG1 ist iiber die
Ausbildung von Desmosomen fiir die Zellstabilitdt enorm wichtig und kénnte im Pathomechanismus
der AAK ceine Rolle spielen [7]. Unter der Behandlung mit Retinolderivaten ist DSG1 auf
Transkriptionsebene ebenfalls signifikant vermindert exprimiert (siche Abb. 11, S. 37).

Der Serinprotease-Inhibitor SPINK7 wird im siRNA-Modell gegen PAX6 und im Aniridie-Zellmodell
auf Transkriptionsebene signifikant herunterreguliert und konnte iiber eine erhohte Protease-Aktivitét
einen Einfluss auf die Auspragung der AAK haben [52]. Unter der Behandlung mit Retinolderivaten
wird SPINK7 auf Transkriptionsebene ebenfalls signifikant vermindert exprimiert (siche Abb. 10,

S. 36).

5.2.6 Interpretation von ABCG2, Keratine, ADH7 und ALDH1A1

Interpretation ABCG2

In vielen Studien zeigt sich eine Forderung der Differenzierung von LEZ durch Retinolderivate. Dabei
war eine Herunterregulation des potenziellen Stammzellmarkers ABCG2 zu erwarten. ABCG2 ist unter
der 48-stiindigen Behandlung mit Retinséure signifikant vermindert exprimiert (siche Abb. 9, S. 36),
was darauf hindeutet, dass die Differenzierung der behandelten LEZ gefordert werden konnte. Diese
Herunterregulation des Stammzellmarkers konnte einen Verlust des Stammzellcharakters der
behandelten LEZ bedeuten und fiir eine Differenzierung der LEZ sprechen. Diese These kann aufgrund

der Herunterregulation der Differenzierungsmarker SPINK7, DSG1 und KRT3 nicht bestétigt werden.
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Interpretation Keratine

Die Marker KRT12 und KRT3 sind aus der Literatur als Differenzierungsmarker bekannt [95]. Weil
Retinolderivate die Differenzierung von LEZ fordern [91], bestand die Vermutung, dass KRT12 und
KRT3 hochreguliert werden. Weil KRT12 hochreguliert wird und KRT3 herunterreguliert wird (sieche
Abb. 14, S. 39 und Abb. 15, S. 39), ist davon auszugehen, dass die beiden Marker unterschiedlich
reguliert werden, obwohl sie vor allem paarig vorkommen [8]. Fiir die These einer unterschiedlichen
Regulation von KRT3 und KRT12 sprechen auch die Ergebnisse einer Untersuchung von Hornhéuten
von Hiithnchen und Kaninchen wéhrend der Embryonalentwicklung. Dabei werden KRT3 und KRT12
sowohl bei Hiithnchen als auch bei Kaninchen an unterschiedlichen Zeitpunkten der Embryonalzeit
exprimiert. In ausgewachsenen Kaninchen kommt KRT3 im Limbus ohne den gleichzeitigen Nachweis

von KRT12 vor [8].

Die Keratine 12 und 19 werden unter der Behandlung mit Retinolderivaten auf Transkriptionsebene

vermehrt exprimiert (Abb. 15, S. 39 und Abb. 16, S. 40).

Die Hochregulation von KRT19 als Stammzell- [95] und konjunktivaler Marker [112] unter der
Behandlung mit Retinolderivaten (siche Abb. 16, S. 40) ist ein weiteres Argument fiir die These einer
durch Retinolderivate induzierten Differenzierungsstorung: Denn da laut Literatur die Differenzierung
von LEZ durch Retinolderivate gefordert wird [91], miisste demnach der potenzielle Stammzellmarker
KRT19 herunterreguliert werden. Die mRNA von KRTI19 wird wohl direkt durch Retinsdure
hochreguliert, wobei die genauen Mechanismen noch nicht geklért sind. Die Expression des mRNA-

Levels von KRT19 korreliert mit dem des RARP [36].

Die Genexpression des Differenzierungsmarkers KRT3 ist unter Retinol-Behandlung signifikant
reduziert (siche Abb. 14, S. 39), was die These einer durch Retinolderivate verursachten verringerten
Differenzierung von LEZ stiitzt. Die Proteinexpression von KRT3 ist in einer Studie von Kim et al.
ebenfalls vermindert. Dabei zeigt sich die Proteinexpression unter Retinséure-Behandlung abhéngig von
der Konzentration. So ist laut Kim et al. die Expression von KRT3 bei 10® M am hochsten und sinkt bis
zur Konzentration von 10° M ab [46]. In dieser Arbeit wird ebenfalls die Konzentration von 1 pM
gewihlt, bei welcher KRT3 bei Kim et al. unter Retinsédure-Behandlung am wenigsten exprimiert wird.
Eine Anderung der Genexpression bei verschiedenen Konzentrationen zeigt sich in dieser Arbeit nicht.
KRTS3 ist sowohl unter 1 uM als auch unter 5 pM Retinol-Behandlung signifikant vermindert (sieche
Abb. 14, S. 39). Bei Kim et al. zeigt sich die Genexpressionsinderung bei verschiedenen
Konzentrationen allerdings unter einer deutlich groBeren Konzentrationsspanne (10° M- 10 M).
Moglicherweise konnte sich unter Versuchsbedingungen dieser Arbeit mit gréBeren
Konzentrationsunterschieden zwischen den Retinolderivaten ebenfalls eine Anderung der

Genexpression ergeben.
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Der Marker KRT12 ist bei Kim et al. in der Proteinexpression unter Retinsiure-Behandlung bei 10* M
und 107 M signifikant hochreguliert. Bei einer Konzentration von 10°M ist KRT12 zwar leicht,
allerdings nicht signifikant vermehrt exprimiert. Es zeigt sich, dass, je niedriger die Retinséure-
Konzentration, desto weniger stark KRT12 hochreguliert ist [46]. Auch in der vorliegenden Arbeit wird
die Proteinmenge von KRT12 signifikant vermehrt exprimiert (siche Abb. 22, S. 45), jedoch sinkt das
Ausmal} der Expression nicht mit steigender Konzentration, wie bei Kim et al. beschrieben. Fiir 1 pM

und 5 uM ist die Expression fast genauso hoch und nur bei 5 uM signifikant (siche Abb. 22, S. 45).

Im Western-Blot werden die Isoformen von PAX6 (PAX6-a und PAX6-b) unterschiedlich stark
exprimiert. So ist die PAX6-a-Form stérker ausgeprégt als die PAX6-b-Form (siche Abb. 20, S. 44).
Aus der Literatur ist bekannt, dass die Expression von KRT3 eher durch die PAX6-a-Form und die
Expression von KRT12 eher durch die PAX6-b-Form gefordert wird [92]. Eine Forderung der
Genexpression von KRT3 durch PAX6-a ldsst sich nicht beobachten, da KRT3 herunterreguliert wird
(siche Abb. 14, S. 39). Auch die Stirke der Expression der PAX6-b-Form korreliert nicht mit der starken
Hochregulation von KRT12 auf Proteinebene (siche Abb. 22, S. 45).

Interpretation ADH7, ALDHI1A1

Die Genexpression von ALDH1AL ist unter Retinol-Behandlung leicht erhdht (siehe Abb. 18, S. 41).
Da das Enzym fiir die Retinsdure-Synthese benétigt wird, konnte es vermehrt exprimiert werden. Im
Gegensatz dazu wird ALDHI1A1 unter Retinséure-Behandlung tendenziell herunterreguliert (sieche
Abb. 18, S. 41). Eine mogliche Erklarung dafiir ist, dass Retinséure in diesem Fall bereits geniigend
vorhanden ist. Das Enzym fiir die Synthese von Retinsdure wiirde demnach nicht mehr in diesem Maf3e
benotigt werden und ALDHI1A1l konnte iiber einen negativen Feedbackmechanismus leicht
herunterreguliert werden. Uber die Regulation von ADH7 und ALDH1AL1 ist in der Literatur jedoch
nichts bekannt. Ahnlich wird ADH7 unter Retinsiure-Behandlung tendenziell herunterreguliert (siehe
Abb. 17, S. 41), was wie bei ALDH1A1 auf einen negativen Feedbackmechanismus hindeuten konnte,
da ADH?7 fiir die Retinsdure-Synthese nicht bendtigt wird. Gegen diese Argumentation konnte die
Tatsache sprechen, dass ADH7 auch unter Retinol-Behandlung tendenziell herunterreguliert wird und

ADH?7 unter Retinol-Behandlung noch fiir die Umsetzung von Retinol in Retinaldehyd benétigt wird.

Moglicherweise fiihrt ein negativer Feedback-Mechanismus von der hochregulierten Proteinbildung
durch Retinol zur tendenziellen Herunterregulation der mRNA-Expression von ADH7. Wéhrend sich
allerdings bei Retinol die Expression auf Transkriptions - und Proteinebene gegensitzlich verhilt, ist

die Expression bei Retinsdure in der qPCR tendenziell und im Western Blot signifikant vermindert
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(siche Abb. 17, S. 41 und Abb. 23, S. 46). Ein negativer Feedback-Mechanismus scheint somit unter der

Behandlung mit Retinséure in diesem Zeitraum nicht stattzufinden.

5.2.7 Interpretation der Auswirkung des ABCG2-Blockers Ko143

Der ABC-Transporter ABCG2 hat unter der Einwirkung des ABCG2-Blockers Kol143 unter der
Konzentration von 100 nM keinen Einfluss auf den Auswiértstransport von Retinol aus der LEZ. Bei
keinem einzigen Marker ist eine Steigerung bzw. eine Verdnderung der Genexpression im Vergleich zur
alleinigen Behandlung mit 100 nM Retinol feststellbar (p> 0,7974) (siche Abb. 19, S. 42-43). Einzig bei
SPINK7 und DSGI ist die Genexpression mit der Behandlung des ABCG2-Blockers signifikant
vermindert. Allerdings sind diese Marker nach alleiniger Behandlung mit Retinol (100 nM) ebenfalls
signifikant vermindert (siche (C) und (D), Abb. 19, S. 42), sodass hierbei keine signifikante
Verdnderung der Genexpression durch den ABCG2-Blocker im Vergleich zur alleinigen Behandlung

mit Retinol vorliegt.

Moglicherweise war die Konzentration des ABCG2-Blockers nicht hoch genug gewéhlt, sodass der
mogliche Hemmeffekt am ABC-Transporter noch nicht ausgebildet werden konnte. Insofern wére es
von Interesse herauszufinden, welchen Einfluss hohere Konzentrationen des ABCG2-Blockers auf die
Retinol-Wirkung hétten. Ein Argument dafiir, dass sich auch mit héherer Konzentration des ABCG2-
Blockers kein Effekt auf die Retinol-Wirkung ergibt, ist, dass sich die Expressionsdaten der Marker
zwischen den Behandlungen mit Retinol und Retinol + ABCG2-Blocker fast nicht unterscheiden. Somit
erscheint es fragwiirdig, ob durch hohere Konzentrationen des ABCG2-Blockers ein Unterschied

zwischen den Behandlungen mit Retinol und Retinol + ABCG2-Blocker hervorgerufen werden kann.

5.2.8 Fazit aus der Interpretation der Gen- und Proteinexpressionsergebnisse

Die erste Arbeitshypothese bestand darin, dass ein Mangel an Retinolderivaten in LEZ zu einer
Differenzierungsstorung fiihrt und damit zum Pathomechanismus der AAK beitrégt. Dieser Ansicht zu
Folge hitte eine Zufuhr von Retinolderivaten an LEZ zu einer erhohten Expression von
Differenzierungsmarkern fithren miissen. Da dieser Effekt nicht beobachtbar war, trifft diese Hypothese

nicht zu.

In der Zielsetzung wurde die Hypothese einer moglichen Beteiligung des ABC-Transporters ABCG2
am Auswartstransport von Retinol aus LEZ aufgestellt. Diese Hypothese trifft nicht zu.
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5.3 Interpretation der Ergebnisse der siRNA-Behandlung gegen ADH7

5.3.1 Interpretation ADH7, KRT3 und DSG1

Falls die Hypothese zutreffen wiirde, dass die Differenzierungsmarker KRT3 und DSG1 durch ADH7
herunterreguliert werden, wiirde man im siRNA-Versuch gegen ADH7 eine Herunterregulation von
KRT3 und DSGI1 beobachten (siche Abb. 5, S. 20). Aufgrund der Tatsache, dass die mRNA-Expression
von ADH7 stark vermindert ist (p= 0,0025), kann ein erfolgreicher induzierter Knockout von ADH7
durch die siRNA angenommen werden (siche Abb. 25, S. 48). In vier Versuchen ldsst sich keine
signifikant verénderte Regulation (p> 0,3029) der Differenzierungsmarker KRT3 und DSG1 feststellen
(siche Abb. 25, S. 48). Somit wird die unter PAX6-Defizienz beobachtbare Herunterregulation von
KRT3 und DSG1 vermutlich nicht tiber ADH7 reguliert.

Im Western-Blot-Versuch des siRNA-Modells gegen ADH7 ist ADH7 auf Proteinebene nicht
herunterreguliert (siche Abb. 26, S. 49), obwohl die Genexpression von ADH7 stark herunterreguliert
ist (siche Abb. 25, S. 48). Eine Erkldrung hierfiir liefert die im Vergleich zur Inkubationszeit (48
Stunden) der siRNA-Versuche vermutlich deutlich 1&ngere Halbwertszeit des ADH7-Proteins. Trotz der
Reduktion der Expression von ADH7 auf mRNA-Ebene war wohl noch kein Effekt auf Proteinebene

nachweisbar.

5.3.2 Fazit aus der Interpretation der siRNA-Ergebnisse

Der zweite Teil der Arbeitshypothese bestand in einer potenziellen direkten Regulation der
Differenzierungsmarker KRT3 und DSGI1 iiber ADH7. Weil im siRNA-Modell gegen ADH7 auf
Genexpressionsebene ADH7 stark herunterreguliert wird und die Differenzierungsmarker nicht
mitreguliert werden, wird der Effekt von PAX6 auf KRT3 und DSG1 nicht iiber ADH7 vermittelt. Diese
Arbeitshypothese trifft demnach nicht zu.

5.4 Ausblick auf weitere Studien im Kontext der kongenitalen Aniridie

Um ein Uberangebot von Retinolderivaten in LEZ zu beweisen, wiire eine Konzentrationsmessung von
Retinol und Retinsdure in LEZ von Aniridie-Patienten im Vergleich zu gesunden LEZ indiziert. Zur
Untersuchung einer moglichen Abweichung zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wire die
Behandlung von LEZ mit Retinolderivaten mit anderen Untersuchungsbedingungen von Noéten: Hierfiir
konnte die Behandlungszeit von 48 Stunden auf vier, sechs oder acht Tage verlingert werden. Die

Konzentration der Retinolderivate kdnnte vermindert, bzw. erhoht werden (z.B. 100 nM Retinsiure,
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10 uM Retinol). Somit konnte erforscht werden, in welcher Konzentrationsspanne Retinolderivate
kaum, bzw. besonders starke Effekte auf die Gen- bzw. Proteinexpression von Markern von LEZ

bewirken.

Kalzium scheint in der Differenzierung von LEZ eine wichtige Rolle zu spielen. In Experimenten mit
LEZ unter der alleinigen Behandlung mit Kalzium werden Marker wie DSG1 und ADH7 hochreguliert
[43]. Somit ist es von Interesse, den Zusammenhang zwischen der Auswirkung von Retinolderivaten

und dem Kalzium-Stoffwechsel im Kontext der AAK zu erforschen.

Es gilt, das Schliisselgen der Aniridie, PAX6, weiter kennen lernen: Es wére wichtig herauszufinden,
ob PAX6 vermehrt in LEZ bzw. Zellen mit Stammzellcharakter oder in differenzierten kornealen
Epithelzellen exprimiert wird, um weitere Aussagen auf die Differenzierung und

Regulationsmechanismen treffen zu kdnnen.

5.5 Schlussfolgerungen

Die Behandlung mit Retinolderivaten fordert die Differenzierung von LEZ nicht. Uberraschenderweise
wird die Expression von DSG1, SPINK7 und KRT3 &hnlich stark wie unter der PAX6-Defizienz
beeinflusst. Moglicherweise liegt in den LEZ bei Aniridie kein Mangel an Retinolderivaten, sondern ein

Uberangebot an Retinolderivaten vor.
Der ABC-Transporter ABCG2 zeigt keinen Einfluss am Auswértstransport von Retinol aus LEZ.

Korneale Differenzierungsmarker wie KRT12 (auf Transkriptionsebene vermehrt exprimiert) und
DSG1 (auf Transkriptionsebene vermindert exprimiert) werden wohl {iber unterschiedliche

Mechanismen reguliert.
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