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1 Zusammenfassung
1.1 Zusammenfassung - Deutsch

Ziel: Die Retinséure (RA), ein aktiver Metabolit von Vitamin A, kann (ber zwei verschiedene Klassen
von Retinoidrezeptoren reguliert werden. Dabei handelt es sich um die Retinoid-X-Rezeptoren (RXR)
und die Retinsdure-Rezeptoren (RAR). Somit kann die Genregulation auch tber diese verschiedenen
Rezeptoren erfolgen. RAR und RXR konnen durch die Bildung von Heterodimeren untereinander
wechselwirken. Ein Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob die durch Retinol regulierten Gene
direkt Uber die Retinolrezeptoren (RAR/RXR) gesteuert werden. Hierfur wurden Limbusepithelzellen
mit Pan-Rezeptorantagonisten gegen RAR und RXR mit unterschiedlichen Konzentrationen und
Inkubationszeitrdumen behandelt. Somit konnte beurteilt werden, ob die gemessenen
Transkriptdnderungen durch die RARs oder die RXRs vermittelt werden. Zur besseren Bewertung
sollten die Ergebnisse mit denen der Retinol- und Retinsaurebehandlung verglichen werden, da die
gegensatzliche Regulation der Transkripte durch Rezeptorantagonisten im Vergleich zur
Retinoidbehandlung zusétzlich fiir eine Regulation der verdnderten Transkripte durch RAR/ RXR

spricht.

Methoden: Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden an Limbusepithelzellen (LEZ)
durchgefuhrt. Diese Versuchszellen stammen von Hornhautspenden der LIONS Hornhautbank Saar-
Lor-Lux Trier/ Westpfalz. Die Gewinnung und Isolation von LEZ aus dem Gewebe erfolgte mittels
einer 1,5 mm Biopsie Stanze. Das gewonnene Praparat wurde in Keratinozyten Serumfreiem Medium
(KSFM), supplementiert mit EGF und BPE, kultiviert. Nach ausreichender Konfluenz und mehrfacher
Teilung der Probe wurden vier Schalchen des gleichen Spenders mit Pan-Retinoidrezeptorantagonisten
(UVI 3003, AGN 193109) in unterschiedlichen Konzentrationen (0,5 uM, 1,0 uM, 1,5 uM) und
Inkubationszeitraumen (24 h, 48 h) behandelt. AnschlieBend konnte mittels der quantitativen
Polymerasekettenreaktion (QPCR) die mMRNA-Expression der folgenden Transkripte gemessen werden:
die Stammzell- und Differenzierungsmarker PAX6, ADH7, ALDHA1Al und ABCG2, die
Strukturproteine KRT3, KRT12, KRT19 und DSG1, Transkripte, die den Fettstoffwechsel beeinflussen
FABP5, ELOVLY und PPARG, der Proliferationsmarker KI67, Transkripte, die bei der Angiogenese
eine Rolle spielen, VEGFA und andere Marker wie CRABP2, RBP1, RDH10, SPINK7 und STRAG.
Durch die gPCR konnten Aussagen (ber die Hoch- bzw. Herunterregulation eines Gens oder einer
mRNA im Vergleich zu der Kontrolle getroffen werden. Als Referenzgene wurden das TATA binding
Protein (TBP) und die B-Glucuronidase (GUSB) eingesetzt.

Ergebnisse: Anhand der mRNA-Expression konnte fir einige Transkripte eine RAR- bzw. RXR-
Abhéangigkeit nachgewiesen werden. Die Transkripte DSG1, KRT3, KRT12 und KRT19 erwiesen sich
hierbei als RAR-abhangig. Diese Gene konnten somit statt direkt ber PAX6 auch Gber einen
verénderten Retinolstoffwechsel beeinflusst sein. Bei den anderen untersuchten Transkripten war die
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Regulation durch die Retinoide weniger eindeutig. Diese konnten keiner spezifischen Rezeptorgruppe
zugeordnet werden. Die Transkripte DSG1, KRT3, KRT12, KRT19, CRABP2, ADH7 und SPINK7
zeigten signifikante gegenteilige Regulationen in Bezug auf die Behandlung mit Retinolderivaten und

Pan-Retinoidrezeptorantagonisten auf.

Schlussfolgerung: Anhand der Expressionsdaten konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass es flr

Teile der untersuchten Transkripte eine definierte Abhdngigkeit von RAR oder RXR gibt. Allerdings
konnten nicht alle einer spezifischen Rezeptorgruppe zugeordnet werden. Es konnten Belege gesammelt
werden, dass DSG1 und die Keratine statt direkt Uber PAXG6 auch iber einen verénderten
Retinolstoffwechsel beeinflusst werden konnten. Dies lasst die Spekulation zu, dass einige der im
Patienten beobachteten Transkriptanderungen nicht direkt durch PAX6 reguliert werden. Es kann
vermutet werden, dass die PAX6 Haploinsuffizienz Auswirkungen auf den Retinsdurestoffwechsel hat.
Dies sollte in der Zukunft genauer untersucht werden. Im Vergleich mit vorherigen Versuchen zeigte
sich fur einige weitere Transkripte eine jeweils umgekehrte Genregulation beziiglich der Behandlung
mit Retinolderivaten und Retinoidrezeptorantagonisten. Diese werden hdchstwahrscheinlich Gber den

Retinolstoffwechsel reguliert.



1.2 Summary

Purpose: Retinoic acid (RA), an active metabolite of vitamin A, can be regulated by two different
classes of retinoid receptors. These are the retinoid X receptors (RXR) and the retinoic acid receptors
(RAR). Thus, gene regulation may also occur through these different receptors. RAR and RXR can
interact with each other and form heterodimers. One aim of this dissertation was to find out whether
retinol-regulated genes are directly controlled by retinol receptors (RAR/RXR). For this purpose, limbal
epithelial cells were treated with pan-receptor antagonists against RAR and RXR with different
concentrations and incubation periods. Thus, it could be assessed whether the measured transcript
changes were mediated by the RARs or the RXRs. For a better evaluation, the results were compared
with those of retinol and retinoic acid treatment, because the opposite regulation of the transcripts by
receptor antagonists compared with retinoid treatment additionally argues for a regulation of the altered
transcripts by RAR/ RXR.

Methods: The experiments performed in this dissertation were performed on limbal epithelial cells
(LEC). These experimental cells were obtained from corneal donations of the LIONS Cornea Bank Saar-
Lor-Lux Trier/ Westpfalz. LEC were isolated from the tissue using a 1.5 mm biospie punch. The
obtained preparation was cultured in keratinocyte serum-free medium (KSFM) supplemented with EGF
and BPE. After sufficient confluence and multiple divisions of the sample, 4 dishes from the same donor
were treated with pan retinoid receptor antagonists (UVI 3003, AGN 193109) at different concentrations
(0.5 uM, 1.0 uM, 1.5 uM) and incubation periods (24 h, 48 h). Subsequently, quantitative polymerase
chain reaction (qQPCR) was used to measure the mRNA expression of the following transcripts: Stem
cell and differentiation markers PAX6, ADH7, ALDHA1AL and ABCG2, structural proteins KRT3,
KRT12, KRT19 and DSG1, transcripts affecting lipid metabolism FABP5, ELOVL7 and PPARG,
proliferation marker K167, transcripts involved in angiogenesis VEGFA and other markers such as
CRABP2, RBP1, RDH10, SPINK7 and STRAG6. By qPCR, upregulation or downregulation of a gene
or mRNA compared to the controls could be analysed. TATA binding protein (TBP) and B-

glucuronidase (GUSB) were used as reference genes.

Results: Based on mRNA expression, RAR or RXR dependency could be detected for some transcripts.
The transcripts DSG1, KRT3, KRT12 and KRT19 were found to be RAR-dependent. Thus, these genes
could be affected by altered retinol metabolism instead of a direct effect via PAX6. In the other
transcripts examined, regulation by retinoids was less clear. These could not be assigned to a specific
receptor group.
The transcripts DSG1, KRT3, KRT12, KRT19, CRABP2, ADH7, and SPINK7 showed significant

opposite regulation in relation to treatment with retinol derivatives and pan-retinoid receptor antagonists.

Conclusion: Based on our data, it could be shown that there is a defined dependence on RAR or RXR
for some of the studied transcripts. However, not all could be assigned to a specific receptor group. We
9



could collect evidence that DSG1 and the keratins could also be influenced by altered retinol
metabolism, instead of a direct effect via PAX6. Therefore some of the transcript changes, observed in
patients are not directly regulated by PAXG6. It can be speculated that PAX6 haploinsufficiency has
effects on retinoic acid metabolism, which should be investigated in more detail in the future. In
comparison with previous experiments, some additional transcripts showed a respective reverse gene
regulation with respect to treatment with retinol derivatives and retinoid receptor antagonists. These are

most likely regulated via retinol metabolism.
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2 Einleitung

2.1 Anatomie
2.1.1 Auge

Das Auge ist das Sehorgan des Menschen und setzt sich zusammen aus dem optischen Apparat, dem
Bulbus oculi, der ein reelles Bild auf die Netzhaut projiziert und aus dem Hilfsapparat, der
Schutzfunktionen hat und der Ausrichtung der Augen dient. Der Hilfsapparat setzt sich zusammen aus
den Augenlidern, den Augenmuskeln und dem Trénenorgan. Das Auge befindet sich in der Orbita,
einem etwa kegelférmig kndchernen begrenzten Raum im Schédel. Die Gesamtbrechkraft des Auges
betragt 60 dpt und wird zu zweidrittel aus der Brechkraft der Cornea gebildet. Die Elektromagnetische
Strahlung, mit einer Wellenldnge von ca. 350-750 nm, generiert in den Sinneszellen des Auges
elektrische Impulse, welche im Gehirn verarbeitet werden und somit bewusst als Hell- Dunkel oder

Farberscheinungen wahrgenommen werden kénnen [3].

2.1.2 Kornea

Als Kornea (Hornhaut) bezeichnet man den duferen, transparenten Teil des Auges, der histologisch von
distal nach proximal aus flinf Schichten besteht: mehrschichtig unverhorntes Plattenepithel, Bowman-
Lamelle, Stroma, Descemet-Membran und Endothel.

Die Hornhaut stellt die vorderste Begrenzung des Augapfels dar und hat zwei wichtige Aufgaben. Zum
einen dient sie als mechanische Barriere gegen duBere Einflisse und zum anderen hat sie mit 43 dpt den
grofiten Anteil an der Gesamtbrechkraft des Auges. Sie hat einen Durchmesser von 12 mm und eine
Dicke von 520 um. Das Korneagewebe ist zellarm, strukturlos und avaskuldr. Die Ernahrung erfolgt
durch das Kammerwasser, die Randschlingennetze der Bindehautgefalie und der Tranenflussigkeit, die
als Tranenfilm die Epitheloberflache der Kornea (berzieht und somit als glatt spiegelnder Anteil das
scharfe Sehen ermdglicht. Des Weiteren schutzt der Tranenfilm das Auge vor Infektionen, bedingt durch
das Enzym Lysozym, und dient auflerdem als Schutz vor Austrocknung. Die Form der Kornea &hnelt

der eines Uhrglases und besitzt eine vordere konvexe und eine hintere konkave Flache [2].

Bindehaut, Limbus, Hornhaut, Tranenfilm und Nervensystem bilden die komplexe funktionelle Einheit
der Augenoberflache (ocular surface). Die einzelnen Komponenten dieses Systems sorgen zusammen

fiir die Aufrechterhaltung der Hornhauttransparenz [35].

2.1.3 Limbus und Limbusepithelzellen

Als Limbus Corneae bezeichnet man die Ubergangszone zwischen der transparenten Kornea und der
lichtundurchlassigen Sklera (Lederhaut). In der Basalzellschicht, der epithelialen Papillen der
Vogt'schen Pallisaden im Limbus, sind die Limbusstammzellen (LEZ) lokalisiert. Das Limbusepithel
besteht aus etwa zehn Zellschichten, das Bindehautepithel aus etwa vier bis finf Schichten und das

Hornhautepithel aus funf bis sechs Schichten. Somit ist das Limbusepithel das dickste unter den drei
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Schichten [50]. Der Limbus ist stark vaskularisiert, innerviert und durch Melaninpigmentierung vor
mdoglichen Schaden durch UV-Licht geschitzt [42]. Die Aufgabe der LEZ besteht in der Regeneration
des Korneaepithels durch Proliferation, Migration und Differenzierung [50]. Die Limbusstammzellen
erhalten die korneale Homdostase, die Wundheilung des Hornhautepithels, die Integritat der

Hornhautoberflache und die Transparenz der Hornhaut aufrecht [29].

Die Basalzellschicht im Limbus besteht nicht nur aus Stammzellen, sondern auch aus transient
amplifizierenden Zellen (TAC), die sich in der Basalschicht des Limbus und des peripheren
Hornhautepithels befinden. Sie machen den groRten Teil der proliferativen Zellpopulation im Hornhaut-
bzw. Limbusepithel aus. Die TACs weisen &hnliche Merkmale wie Stammzellen auf: eine lange
Lebensdauer, langsamer Zyklus mit mitotischer Aktivitat und eine geringe Differenzierung [13]. Durch
das Vorhandensein der TACs im Limbus und der Hornhaut entstehen folgende Vorteile: Es kommt zu
einer Verstarkung der Stammzellteilung und zu einer Minimierung des Bedarfs an
Stammzellproliferation. Die Einfiihrung von replikativen DNA-Fehlern in die Stammzellpopulation
wird minimiert. An einem Punkt stoppen die TACs die Mitose und differenzieren sich zu supra-basalen

postmitotischen Hornhautzellen und weiter zu terminal differenzierten Zellen (TDCs) [13].

Die Limbusepithel-und die Limbusstammzellen bilden eine Barriere und verhindern somit das

Eindringen von Bindehautepithelzellen in die Kornea.
2.1.4 Limbusstammzellinsuffizienz

Die Schéadigung oder Funktionsstorung der limbalen Stammzellpopulation kann zu einem teilweisen
oder vollstandigen Mangel an Limbusstammzellen fuhren. Dies kann schwerwiegende Folgen fiir die
Wundheilung der Hornhaut und die Integritdat der Augenoberfliche haben. Ein Mangel an
Limbusstammzellen ist charakterisiert durch chronische Entziindungen, wiederkehrende Erosionen, die
Zerstorung der Basalmembran und das Einwachsen von fibrésem Gewebe. Daraus ergeben sich schwere
Funktionsstérungen [42]. Die Barrierefunktion des Limbus wird stark beeintrachtig und somit wird das
Hornhautepithel durch Bindehautepithelzellen ersetzt. Eine Neovaskularisation innerhalb des
Hornhautgewebes fiihrt zu einer Triibung der Hornhaut. Diese wird undurchsichtig und es kommt zum
Sehverlust und Erblindung. Im Bereich der Palisaden von Vogt kann es im friihen oder milden Stadium
der Stammzellinsuffizienz zu einer Abflachung oder auch zum Verlust von Palisaden kommen [29]. Zur
Regeneration der Hornhautoberfldche und zur Wiederherstellung der Sehfunktion ist eine autologe oder

homologe Transplantation von limbalem Gewebe mdglich.

2.2 Kongenitale Aniridie
2.2.1 Definition der kongenitalen Aniridie

Die kongenitale Aniridie ist eine seltene angeborene panokulare Erkrankung mit Makulahypoplasie und
Papillenhypoplasie, die die meisten Augenstrukturen, wie Hornhaut, Augenlinse, Sehnerv und Netzhaut,

betrifft und somit auch erhebliche Auswirkungen auf das Sehvermdgen haben kann. Das
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Charakteristikum dieser Krankheit ist das partielle oder vollstandige Fehlen der Iris (Hypoplasie der
Iris) und kongenitale Manifestationen in den hinteren Augenabschnitten [20]. Die Patienten leiden
bereits sehr friihzeitig unter dem Auftreten von Nystagmus, Photophobie, Amblyopie und verminderter
Sehscharfe [30]. Die angeborene Hypoplasie der Iris kann von der milden Form bis zur vollstandigen
Aplasie variieren. Die Fovea der Netzhaut, die das scharfe und detaillierte Sehen erméglicht, und der
Sehnerv sind bei der kongenitalen Aniridie haufig nicht vollstandig entwickelt (Hypoplasie/ Dysplasie)
[35].

Bei der kongenitalen Aniridie unterscheidet man zwischen der PAX6-assoziierten Aniridie und den
PAX6-unabhéngigen Aniridieformen. Allerdings treten die PAX6-assoziierten Formen deutlich
haufiger auf und zeigen auch schwerere Fehlbildungen aller Augenabschnitte auf. Diese kdnnen mit
endokrinologischen, metabolischen und zentralnervésen Pathologien einhergehen und betreffen damit
das Zentralnervensystem, die Bauchspeicheldriise, die Horfunktion, das Urogenitalsystem, das
endokrine System und den Stoffwechsel. Das an PAX6 gebundene Krankheitsbild wird unter diesen
Umstanden oftmals auch als Aniridiesyndrom oder PAX6-Syndrom bezeichnet [21]. Bei der Aniridie
ohne Bezug zum PAX6-Gen konnen viele andere Gene beteiligt sein, deren Alteration mit einer
inkompletten oder kompletten Aniridie verbunden sein kann. Die fiir Aniridie typischen
Komplikationen, wie Pannusbildung und Vaskularisation der Hornhaut durch die Insuffizienz der

Limbusstammzellen, treten bei der Aniridie ohne PAX6-Assoziation deutlich seltener auf [21].

Weitreichende Komplikationen der Aniridie konnen der Katarakt, das Glaukom, der Strabismus, die
Hypoplasie des Nervus opticus oder auch die Linsenektopie sein und vom Kindes- bis zum
Erwachsenenalter hin auftreten. Der Verlauf der Krankheit kann sich von Patient zu Patient

unterscheiden.

Aufgrund der moéglichen Komplikationen und dem Fortschreiten der Aniridie sollten die Betroffenen
sich einer lebenslangen ophthalmologischen Behandlung unterziehen. Die genetische Diagnostik ist

auflerdem sehr wichtig, um Personen mit hohem Risiko fur einen Wilms-Tumor zur identifizieren [30].

2.2.2 Genetik der kongenitalen Aniridie

Aniridie wird zu 70 % autosomal-dominant vererbt und tritt in 30 % der Falle sporadisch auf. Die
Erkrankung betrifft M&nner und Frauen in gleichen MaRen. Bei der Mehrheit der Patienten wird diese
Krankheit durch heterozygote Mutationen im PAX6-Gen verursacht, welches sich auf Chromosom 11p
befindet und eine wichtige Rolle bei der Zelldifferenzierung, der Embryonalentwicklung und der

Morphologie des Auges, des Riechkolbens, des Neuralrohrs und des Gehirns spielt [35].

Da Aniridie in den meisten Féllen autosomal-dominant vererbt wird, Ubertragen die betroffenen
Personen die Mutation im Durchschnitt auf 50 % ihrer Kinder, unabh@ngig vom Geschlecht. Somit

haben die meisten Aniridieerkrankten einen Elternteil, der ebenfalls von der Krankheit betroffen ist.
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Dies wird auch als familidre Aniridie bezeichnet [35]. Die sporadischen Falle resultieren aus einer De-

novo-Genmutation, welche von den zukinftigen Nachkommen autosomal-dominant vererbt wird [30].

Bei dem sogenannten WAGR-Syndrom handelt es sich um eine Mikrodeletion (eine genomische
Deletion), die mehrere benachbarte Gene auf 11p13 umfasst, die sowohl das PAX6-Gen als auch die
benachbarte WT1-Region betrifft. Die Betroffenen leiden hierbei unter einem Nephroblastom (Wilms-
Tumor), genitourethralen Anomalien, Aniridie und geistiger Retardierung. Bei dieser Mikrodeletion
umfasst das betroffene DNA-Segment mehrere benachbarte Gene. Somit kommt es zu einem Phanotyp
mit Beteiligung mehrerer Systeme. Das Nephroblastom (Wilms-Tumor) tritt zu 80 % in den ersten funf
Lebensjahren auf. [21]

2.2.3 Aniridie-assoziierte Keratopathie (AAK)

Eine durch den PAX6-Defekt verursachte Limbusstammzellinsuffizienz kann bei 70 % der PAX6-
Aniridie-Erkrankten der Grund fiir eine Aniridie-assoziierte Keratopathie (AAK) sein. Kennzeichnend
fir die AAK, bei angeborener Aniridie mit Mutation in PAX®, ist ein zeitabhdngiger Verlust der
limbalen Stammzellnische und Stammzellfunktion in der Hornhaut [28]. Die Folgen dieser mit dem
Alter zunehmenden Krankheit sind eine dauerhafte Tranenfilminstabilitat, rezidivierende, auferst
schmerzhafte Hornhaut-Erosionen und ein progredient fortschreitender Visusverlust durch
vaskularisierte Narbenbildung [20]. Die volle Ausprdgung der AAK ftritt nur bei 20 % der
Aniridiepatienten auf, obwohl 90 % dieser eine pathologische Veranderung der Augenoberflache
aufweisen [30].

Die klinischen Anzeichen der AAK sind Beeintrachtigung der Wundheilung, Schmerzen, Entzlindung,
Vaskularisierung, Verringerung der Sehscharfe und Infiltration von konjunktivalen Becherzellen [20].
Haufige Symptome wie Rotung, Trockenheit, Reizung, verschwommenes Sehen und Photophobie
kdnnen chronisch werden. Die AAK ist eines der visuell bedrohlichsten Merkmale des PAX6-Aniridie-
Syndroms [30].

Die AAK zeigt einen mehrstufigen Verlauf auf: Die ersten Symptome der Keratopathie treten im friihen
Jugendalter mit Verdickung des peripheren Hornhautepithels ohne funktionelle Manifestation auf. Im
zweiten Lebensjahrzehnt leiden die Patienten h&ufig unter Schmerzen, Photophobie und kornealen
epithelialen Erosionen aufgrund von chronischen Irritationen und einer dinnen oberflachlichen
Vaskularisation in die periphere Hornhaut, welche langsam in die zentrale Hornhaut tbergeht. Wenn
die gesamte Hornhaut betroffen ist und sich eine Zunahme der zentralen Hornhautdicke mit
Pannusbildung und vaskularisierten Narben zeigt, befindet sich die Krankheit schon in einem

fortgeschrittenem Stadium [20].
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2.3 Retinoidrezeptorantagonisten
2.3.1 RXRundRAR

Die Retinséure (RA), ein aktiver Metabolit von Vitamin A, reguliert eine Vielzahl biologischer
Prozesse: Dazu gehoren die Zelldifferenzierung, die Embryonalentwicklung, die Entwicklung des
zentralen Nervensystems, die Organbildung und das Sehvermdgen [14,19]. Die Retinséure wirkt tiber
zwei verschiedene Klassen von Retinoidrezeptoren: Zum einen Uber die Retinoid-X-Rezeptoren (RXRS)
und zum anderen Uber die Retinsdure-Rezeptoren (RARS). Diese Rezeptoren gehdren der Superfamilie
der nukledren Rezeptoren an und sind ligandenabhangige Transkriptionsfaktoren und somit an der
Modulation der lingandenabhangigen Genexpression durch die Wechselwirkung als RXR/ RAR-
Heterodimer oder als RXR-Homodimer auf spezifischen Zielgenen der DNA-Sequenzen beteiligt
[14,15,60]. Die Retinoide, aktive Metabolite von Vitamin A, die all-trans-Retinsdure, die 9-cis-
Retinsdure und die 13-cis-Retinsdure binden und modulieren RAR und RXR [14].
RXR und RAR gehoren jedoch unterschiedlichen Gruppen der Superfamilie der nukledren Rezeptoren

an, was somit auch die unterschiedlichen Funktionen dieser erkléart [15].

Wie bereits oben erwéhnt, kann Vitamin A durch bestimmte Rezeptoren verschiedene
Entwicklungsprozesse beeinflussen. Retinol muss hierzu zunédchst mittels von Enzymen in aktive
Formen Uberfiihrt werden. Diese Enzyme ermdglichen die Umwandlung von Retinol (Alkoholform von
Vitamin A) zu Retinaldehyd (Aldehydform von Vitamin A) und spéter zu Retinsdure (Carbonséure)
[12].Das Vitamin A ist sehr wichtig und entscheidend fiir die Augenentwicklung. Interessanterweise
befinden sich auch in der Kornea und in der Konjunktiva Retinol- und Retinséure bindende Proteine
(CRBP und CRABPs), Retinsdure-Rezeptoren (RARs und RXRs) und Retinoide verstoffwechselnde
Enzyme (ADHs und RALDHS) [33]. Retinol ist im Zytosol an CRABPs und CRBPs gebunden und kann
in zwei Oxidationsschritten zu Retinsdure umgewandelt werden. Die Oxidation von Retinol zu
Retinaldehyd, der erste Schritt der RA-Synthese, wird durch ADHs und RDHs katalysiert. Drei
Retinaldehyddehydrogenasen (RALDH1, RALDH2 und RALDH3) katalysieren die Oxidation von
Retinaldehyd zu RA, den zweiten Schritt der RA-Synthese [12,40].

Retinséure kann an unterschiedliche Rezeptoren binden und somit in unterschiedliche Signalwege des
Retinolstoffwechsels eingreifen: Retinoid-X-Rezeptor (RXR), Retinséure-Rezeptoren (RARS) und
Peroxisom-Proliferationsfaktoren (PPARs). In den vorliegenden Experimenten wurden zwei
verschiedene Antagonisten eingesetzt, um die Haupteffektoren abzudecken. Diese werden im folgenden

Abschnitt weiter erlautert.

Um experimentell zu erforschen, ob die Transkription von verschiedenen Transkripten retinoidabhéngig
oder (iber RAR-oder RXR reguliert werden konnte, sollten beide Signalwege unabhéngig voneinander

gehemmt werden.
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RXR

Es existieren drei verschiedene RXR-Subtypen, die von drei verschiedenen menschlichen Genen,
RXRa, RXRB und RXRY', kodiert werden. Fiir jeden dieser Subtypen gibt es mehrere Isoformen. Diese
unterscheiden sich in ihrer N-terminalen A/B-Doméne voneinander [15]. Eine Aktivierung von RXR
fuhrt zu einer Verstarkung der Retinoid-abhdngigen Genexpression, welche wiederum durch die
Liganden von RAR induziert werden kann [59]. Die RXRs spielen zusétzlich zu der Retinoid-
Signallbertragung auch als heterodimere Partner der nukledren Rezeptoren fur Vitamin D (VDR), die
Schilddrisenhormone (TRs) und die Peroxisom-Proliferator-aktivierte-Rezeptoren (PPARS) eine Rolle
[57,60]. Somit wurde durch Studien bekannt, dass RXR mit sich selbst homodimerisiert oder mit einem
anderen nukleéren Rezeptor heterodimerisiert [57]. Die heterodimeren Rezeptoren weisen zwei
unterschiedliche Ligandenbindungsstellen auf, an die sich Chemikalien (exogen oder endogen) binden
konnen und somit die Rezeptorfunktion modifizieren. Eine Vielzahl von kinstlich gewonnenen
Chemikalien, aber auch nattirliche Substanzen haben agonistische oder auch antagonistische Aktivitaten
mit den RXRs [59].

Der RXR ist ein bedeutendes Mitglied der nukledren Rezeptoren. Als Transkriptionsfaktor bindet er an
die Promotorregionen von Genen und einem Dimer mit sich selbst oder einem anderen nukleéren
Rezeptor und nimmt eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung, der Zelldifferenzierung, dem
Metabolismus und dem Zelltod ein [15,57,59]. RXR gilt als guter Angriffspunkt fir Medikamente, die
zur Behandlung des metabolischen Syndroms und von Krebs eingesetzt werden kénnen [57].

RAR

Es existieren ebenfalls drei verschiedene RAR-Subtypen: RARa, RARB und RARY'. Der Unterschied
zwischen RAR und RXR liegt darin, dass RAR sowohl die all-trans-RA als auch die 9-cis-RA binden
kann und RXR bevorzugt die 9-cis RA-bindet [19].

RAR heterodimerisiert mit RXR und erkennt somit in der regulatorischen Region des Zielgens

spezifische RA-responsive Elemente [14].

2.3.2 UVI 3003

Bei UVI 3003 handelt es sich um einen hochaffinen, selektiven Pan-Retinoid-X-Rezeptor (RXR)-
Antagonist. UVI 3003 wurde in vielen Studien verwendet, um den Beitrag von RXR zur
Transaktivierung durch ein bestimmtes RXR-Heterodimer zu testen. Daftr wurde dieser Antagonist z.B.

in Zebrafischembryonen angewendet [60,62].

RXR-Antagonisten hemmen die Bindung von RA an RXR und stéren somit die Funktionswege des
Rezeptors [57,58].
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In einer Studie wurden UVI 3003 in unterschiedlichen Expositionszeitrdumen getestet. Es wurde
herausgefunden, dass UVI 3003 vor allem teratogen in den Embryonen von Amphibien wirkt. Der

Galaktosestoffwechsel war der am starksten veranderte Weg [59].

2.3.3 AGN 193109

AGN 193109, ein synthetisches Retinoid, ist ein potenter Pan-Retinsaure-Rezeptor (RAR)-Antagonist
[45]. Es zielt auf alle drei RAR-Subtypen mit hoherer Affinitat als al-trans-Retinsdure ab [63].

Eine Studie hat gezeigt, dass die Behandlung von schwangeren M&usen mit einer oralen Dosis von
1mg/kg mit dem Antagonisten AGN 193109 (iber einen Zeitraum von acht Tagen bei allen Exponierten

zu schweren Augenfehlbildungen und kraniofazialen Fehbildungen bei Feten gefiihrt hat [45].

2.4 Aniridie-relevante Transkripte (mMRNAs) im Kontext zum Retinoid-
Metabolismus

Die von uns verwendeten Transkripte wurden aus der im Anhang angegebenen Literatur und einigen
Vorversuchen zusammengestellt. Sie bilden vornehmlich mRNAs ab, die selektiv wahrend der
Korneaepitheldifferenzierung exprimiert werden und welche zusatzlich bei kongenitaler Aniridie

dereguliert zu sein scheinen. Diese werden im Folgenden vorgestellt [27,28].

2.4.1 Stammzell- und Differenzierungsmarker

Paired Box Gene 6 (PAX6)

Das PAX6-Gen gehort zu der Familie der gewebespezifischen PAX-Transkriptionsfaktoren [10]. Dieses
Gen ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 11 lokalisiert, 22,4 kb lang, besteht aus 14 Exons (die
ersten drei sind nicht kodierend) und kodiert fir den PAX6-Transkriprionsfaktor, der eine wichtige Rolle
bei der Augenentwicklung spielt [31,35]. Es wird lber das Hornhautepithel und die Bindehaut
exprimiert [28]. PAX6 besteht aus zwei DNA-bindenden Doménen, der Homeodomane (HD) und der
Paireddomane (PD). Die Paireddomane besteht aus einer N-terminalen und einer C-terminalen
Subdomane, an die sich die jeweiligen DNA-Sequenzen binden. PAXE6 ist ein empfindliches Gen und

wird durch verschiedene Elemente stark reguliert [10].

Wéhrend der 6. bis zur 12. Woche der Embryogenese ist PAX6 an der Augenentwicklung beteiligt [27].
PAX6 wird wéhrend der Embryonalentwicklung in verschiedenen Geweben und im adulten Organismus
exprimiert [35]. Eine Studie zeigt, dass PAX6 nicht nur in der Embryonalentwicklung, sondern auch in
der postnatalen Entwicklung und in der Erhaltung der adulten Hornhaut eine Bedeutung hat [11]. Es
spielt eine wichtige Rolle bei der vollstindigen Entwicklung der Augenlinse und bei der
Transkriptionsaktivierung der Strukturgene der Linse. Aullerdem ist PAX6 mit verantwortlich fur die

Differenzierung pluripotenter Vorlauferzellen der Netzhaut und der Aufrechterhaltung ihrer
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gewebespezifischen Expression [35]. Die Bindehaut- und Hornhautph&notypen werden von der PAX6-

Expression beeinflusst [27].

Bei Wirbeltieren ist PAX6 nicht nur fiir die Entwicklung der Netzhaut, sondern auch fiir die Ausbildung
des ZNS, des Riechsystems und der Bauchspeicheldrise verantwortlich [61]. Im Nervensystem steuert

PAX®6 die Migration und Differenzierung spezifischer neuronaler VVorlauferzellen [35].

Eine Uberschiissige Expression von PAXG6 fuihrt zu einer Reihe von Augenpathophysiologien, von denen
einige direkt mit der Proteinmenge in Verbindung stehen. Eine Vielzahl von Hornhautanomalien, die
mit PAX6-Mutationen verbunden sind, treten schon wéhrend der Entwicklung in Erscheinung. Andere

resultieren erst aus der unzureichenden Gewebeerhaltung [31].

Alkoholdehydrogenase 7 (ADH7)

ADHY7 ist der Familie der Alkoholdehydrogenasen zuzuordnen und metabolisiert Substrate des Ethanol-
bzw. Retinolstoffwechsels. Es gehort zur Klasse IV der ADH-Gene und wurde 1994 charakterisiert. Die
Klasse IV ADHs haben eine dreidimensionale Gesamtstruktur und &hneln damit auch anderen Klassen
von ADH. ADHY ist eine Retinoldehydrogenase und ist somit sehr aktiv am Retinolstoffwechsel, der

reversiblen Oxidation von Retinol zu Retinaldehyd, beteiligt [27,41].

Humane Aldehyddehydrogenase 1 Familienmitglied A1 (ALDH1A1)

ALDH1A1 gehort zur Familie der Aldehyddehydrogenasen (ALDH) und ist zusammen mit ALDH1A3
an der RA Biosynthese beteiligt. Retinol wird zuerst in einer reversiblen Reaktion durch die
Alkoholdehydrogenase (ADH) zu Retinaldehyd oxidiert. AnschlieRend wird diese durch ALDH1AL in

einer irreversiblen Reaktion zu RA oxidiert [51].

Humanes ATP-binding casette subfamiliy G member 2 (ABCG2)

ABCG?2 gehort zur Familie der ATP- bindenden ABC-Transporter und befindet sich in den basalen und
suprabasalen Schichten des Limbusepithels, jedoch nicht im Hornhautepithel. Aus diesem Grund wird
ABCG?2 zu den Stammzellmarkern der Limbuszellen gezahlt [13].

ABCG2 ist auch als breast cancer resistant protein 1 (BCRP1) bekannt und verursacht als solches

Resistenzen gegen bestimme Chemotherapeutika [13].

2.4.2 Strukturproteine

Keratin 3 (KRT3) und Keratin 12 (KRT12)

Keratinproteine sind sehr wichtige strukturelle Zwischenfilamente und kommen in allen
Epithelgeweben vor [34]. Es erfolgt eine Aufteilung in zwei Unterfamilien: Eine saure (Typ I) und eine
neutrale bis basische (Typ I1) Unterfamilie [4,13]. Die Expression der einzelnen Typen ist

gewebespezifisch, hdngt aber auch vom Differenzierungsstadium des Epithels ab [34]. Jedes basische
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Keratin hat die Neigung sich mit einem bestimmten sauren Keratin zusammenzuschlieBen und zu

coexprimieren. Somit werden sogenannte Keratinpaare gebildet [4,13].

Das normale Hornhautepithel ist durch zwei Keratine gekennzeichnet: das basische KRT3 und das saure
KRT12 [4]. Diese beiden hornhautspezifischen Keratine sind sehr wichtig fur die Stabilitat der
Epitheloberflache [27]. KRT12 ist ein intermediares Filamentprotein und wird im Hornhautepithel

exprimiert. Das Keratin Gen setzt sich aus sieben Introns und acht einzelnen Exons zusammen [34].

Eine Studie zeigt, dass KRT3 und KRT12 als Marker fir ein fortgeschrittenes Stadium der
Hornhautdifferenzierung angesehen werden konnen. AuBerdem wird gezeigt, dass die Basalzellen der
Hornhaut in einem differenzierteren Zustand sind, als die Basalzellen im Limbus. Auf den peripheren
limbalen Zellen befinden sich mehr KRT12 positive Zellen als KRT3 postivie Zellen [4].
Eine weitere Studie hat sich mit der Herunterregulation von PAX6 beschaftigt und in diesem
Zusammenhang eine starke Reduktion von KRT3 und KRT12 in den Hornhautepithelzellen festgestellt
[27].

Eine Mutation der hornhautspezifischen Keratin-Gene KRT3 und KRT12 verursacht die Meesmann
Hornhautdystrophie (MCD). Dies ist eine autosomal-dominate Stérung des Hornhautepithels und
manifestiert sich meist schon in der Kindheit [8]. Die MCD wird auch als ,,juvenile hereditére
Epitheldystrophie” bezeichnet. Es handelt sich dabei um eine seltene, bilaterale und symmetrische
Dystrophie des Hornhautepithels [34]. Das klinische Bild dieser Erkrankung ist gekennzeichnet durch
intraepitheliale Mikrozysten und variable, strukturierte und punktférmige Hornhauttribungen. Zur

Diagnostik dient eine Spaltlampenuntersuchung innerhalb des Ersten Lebensjahres [8,34].

Keratin 19 (KRT19)

KRT19 ist kein bindehautspezifischer Marker, da er ebenfalls vom Hornhaut- und Limbusepithel
exprimiert wird. Stattdessen ist KRT13 wesentlich spezifischer fir Bindehautzellen als KRT19 und
konnte deshalb als Marker fir die Identifikation von Bindehautzellen bei limbalem Stammzellmangel
angesehen werden. Bei der Immunfarbung im Rahmen einer Studie zeigten sich KRT12 positive Zellen
im Hornhautepithel, KRT13 positive Zellen in der Bindehaut und KRT 19 positive Zellen im Hornhaut-
und Bindehautbereich [37].

Desmoglein 1 (DSG1)

DSG1 ist ein Adhasionsmolekail, aus dem der Transmembrankern von Desmosomen gebildet wird und
gehort zur Familie der Desmogleinproteine. Es ist zustandig fiir die Zell-Zell-Kontakte. Desmogleine
sind hauptséchlich in den Desmosomen lokalisiert und werden auch als Cadherin-dhnliche-

Transmembranglykoproteine bezeichnet. [11].

In einer Studie wurde gezeigt, dass es nach einem PAX6-Knockdown zu einer signifikanten Reduktion
von DSG1 kommt [27]. Ebenso im Mausmodell [11].
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2.4.3 Andere Marker

Cellular retinoic acid-binding protein 2 (CRABP2)

CRABP1 und CRABP2 gehdéren der Gruppe der intrazelluldren RA-Bindungsproteine an [16]. CRABP2
werden zwei wesentliche Funktionen zugeschrieben: Zum einen bindet es RA direkt an den
entsprechenden RA-Rezeptor (RAR), der dadurch die Expression mehrerer antiproliferativer Gene

induzieren kann.

Fatty Acid-Binding Protein 5 (FABP5)

FABP5, auch als intrazelluldres lipidbindendes Protein 3 (iLBP) bezeichnet, wird wahrend der
Neurogenese in den meisten Bereichen im Gehirn exprimiert. FABP5 ist maligeblich an der Regulierung
von Lernen und Gedé&chtnis beteiligt und ist fir die Aktivierung von PPARB/3 im Gehirn erforderlich.
Es transportiert Liganden zu dem Kernrezeptor PPARB/3 und fiihrt somit zu einer Verstirkung des
Abbaus vom Endocannabinoid Anandamid (AEA).

Als intrazelluldr bindendes Protein hat FABP5, im Gegensatz zu CRABP2, nur eine geringe Affinitét
zu RA und liefert diese an PPARp/S [52].

Fatty acid elongase 7 (ELOVLY7Y)

Die Fatty acid elongase lasst sich in sieben Subtypen unterteilen: ELOVL1-7. L&ngere Fettsduren
werden im menschlichen Korper durch eine oder mehrere der sieben Elongasen gebildet [36]. ELOVL7
spielt eine sehr wichtige Rolle bei der Herstellung von langkettigen geséttigten Fettsduren [43]. Die
Expression dieser Elongasen wird durch Transkriptionsfaktoren gesteuert. Sie kdnnen jedoch auch eine
wichtige Rolle bei Krankheitsprozessen spielen. ELOVL7 kann am Wachstum von Prostatatumorzellen
beteiligt sein. [36].

Proliferation marker protein KI67 (MKI167/ KI167)

KI67 ist ein Protein, dessen Expression mit der Zellproliferation korreliert und somit als prognostischer
Marker verschiedener Krebsarten (z.B. Brustkrebst) und Proliferationsmarker verwendet werden kann
[7]. Es wird vermehrt in Gi-, S-, G2-, M-Phase, den aktiven Zellphasen, und weniger in Go-Phase, der

inaktiven Zellphase, nachgewiesen [44].

KI67 besteht aus einer N-terminalen Gabelkopf-assoziierten Doméne, einer Proteinphosphatase 1-

bindenen Doméne und einer C-terminalen (Leukin)/ Arginin-Chromatin-Bindungsdomane [46].

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARG)

PPARG gehort zur PPAR-Unterfamilie und besteht aus zwei Isoformen: G1 (Y1) und G2 (Y'2) [17,53].
Es setzt sich strukturell aus sechs Proteindoménen (Doméne A-F) zusammen: Die N-terminale A/B-

Domane enthalt Transaktivierungsfunktion (ligandenunabhéngig), die C-Domaéne fungiert als DNA-
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Bindungsdoméne (DBD), die D-Domdne ist eine flexible Gelenkregion und die E-Doméne ist

ligandenunabhangig [53].

PPARG spielt eine groRe Rolle im Lipid- und Glukosestoffwechsel und dient somit als Hauptregulator
der Adipozytendifferenzierung. Innerhalb der DBD kénnen vorkommende Mutationen von PPARG das
Transkriptionspotenzial von PPARG hemmen und fiihren somit bei Patienten mit solch einer Mutation

zu einer schweren Insulinresistenz und einem erhéhten Risiko fur Diabetes mellitus [53].

PPARG kann auch zur Entstehung von Blasenkrebs beitragen. Das PPARG-Gen wird dabei entweder
direkt durch Genamplifikation oder Mutation, oder indirekt durch eine Mutation des RXRA-Gens
aktiviert [17].

Retinol-bindendes Protein 1 (RBP1)

Das im Plasma zirkulierende Retinol wird vom Trégerprotein RBP1 gebunden. Dieses bildet unter
physiologischen Bedingungen einen Komplex mit Thyroxin-bindendem Praalbumin. Auf der
Oberflache von Diinndarmzellen und retinalen Pigmentzellen befindet sich ein Rezeptor fur RBP. Das
gebundene Retinolprotein wird an den Rezeptor abgegeben und somit wird eine unspezifische
Wechselwirkung des Vitamins mit Zellmembranen verhindert. Das RBP-Molekdil I6st sich nach der

Freisetzung des Retinols vom Praalbumin und wird Uber die Niere ausgeschieden. [38].

Retinol-Dehydrogenase 10 (RDH10)

RDH10 gehort zusammen mit RDH5 und RDH11 zur Familie der Retinol Dehydrogenasen [39]. Es
spielt eine wichtige Rolle bei der Oxidation von Retinol (11-cis-Retinol) zu Retinal (11-cis-Retinal) und
bildet somit den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei der Retinséuresynthese. Die Retinsdure ist
das metabolische Nebenprodukt von Vitamin A (Retinol) [26,39].

RDH10 ist ein essentieller Bestandteil der Retinsauresynthese, da in Tierexperimenten gezeigt wurde,
dass Mduse, die eine Mutation im RDH10-Gen aufweisen, eine friihe embryonale Letalitat haben. Es
kodiert ein Protein aus 341 Aminosauren mit zwei hydrophoben Domanen, wobei sich eine am N-

Terminus und die andere am C-Terminus befindet [39].

RDH10 spielt zusammen mit Retinoidsignalen zusatzlich noch eine wichtige Rolle bei der oronasalen-
und frihen kraniofaszialen Entwicklung. Durch eine UberméBige Aufnahme von Vitamin A durch die
Mutter kann es beim Fetus wéhrend der Embryogenese zu einer signifikanten Erhéhung der

Retinoidsignale und somit zu kraniofazialen Defekten wie beispielsweise Gesichtsspalten kommen [26].

Serinprotease-Inhibitor Kazal Typ 7 (SPINK7)

Bei dem Marker SPINK7 handelt es sich um ein Serinprotease-Inhibitor vom Kazal-Typ [55]. SPINK7
ist Teil eines Clusters von SPINK-Genen, lokalisiert auf Chromosom 5q32 [54]. In einer Studie wurden
SPINKS5, SPINKG6 und SPINK7 als AAK-regulierte Gene in der RNA-Sequenz von Limbusepithelzellen
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bei Aniridie erkannt. Die SPINK7-Regulation konnte in der Studie anhand eines siRNA-basierten
Zellmodells als PAX6-abhéngig nachgewiesen werden [27]. Der SPINKG6-Proteaseinhibitor hemmt die
Kalikrein-Proteasen. SPINK?7, als Verwandter dieses Inhibitors, kdnnte dhnliche Funktionen in der
Korneaepithel-Homdostase erfiillen. In Abhangigkeit zu PAXG6 ist die mMRNA von SPINK7 bei Aniridie-

Patienten, aber auch im Aniridie-Zellmodell herunterreguliert [27].

Stimulated by retinoic acid 6 (STRAB)

STRAG gilt als Retinol-bindender-Protein Rezeptor (RBP-Rezeptor) und wurde 2007 erstmals kloniert.
Er ist weit verbreitet und kommt besonders haufig im Auge, wo er sich Gberwiegend in der basolateralen
Membran des retinalen Pigmentepithels befindet, in den weiblichen Fortpflanzungsorganen und in der
Plazenta vor. STRAG® ist ein integraler Membranrezeptor, der die zellulare Aufnahme von Vitamin A
durch das Erkennen von RBP-Retinol vermittelt und somit die Freisetzung und Internalisierung von

Retinol auslost [5].

STRAG codiert flir ein integrales Membranprotein, das in embryonalen und adulten Geweben exprimiert
wird. Laut Studien fungiert STRAG6 als Retinoidkanal und ermdglicht somit den bidirektionalen Fluss
von Vitamin A zwischen extrazellularen und intrazelluldaren Kompartimenten. Die Epithelien des
retinalen Pigmentepithels der Augen, der Ependymzellen des Plexus choroideus und der Sertoli-Zellen
des Hodens exprimieren besonders hohe Spiegel von STRAG, da diese Blutgewebebarrieren bilden [1].

Das Protein STRAG ist ein Dimer und besteht aus 18 Transmembran-Helices (neun pro Promotor) und
zwei langen horizontalen Intramembran-Helices (einer pro Promotor). Jeder Promotor hat auf der

zytoplasmatischen Seite ein Calmodulin-Molekil gebunden [5].

Eine Mutation im STRAG6-Gen ist mit dem Matthew-Wood-Syndrom (MWS) assoziiert [5]. Das MWS
ist durch eine bilaterale Mikroophthalmie und zahlreichen weiteren Entwicklungsstérungen wie

Lungendysplasie, Herzfehler und Zwerchfellhernien gekennzeichnet [1].

Vascular endothelial growth factor A (VEGFA)

VEGFA, ein proangiogener Faktor, ist einer der funf Faktoren der VEGF-Familie und ist fir die
Steuerung der Angiogenese, Vaskulogenese und Aufrechterhaltung der GeféaRstabilitat verantwortlich
[6,56]. Der Faktor fiihrt zur Verénderung der Endothelzellnische und fordert somit die Bildung neuer
Gefdlle [18]. Das Fehlen von VEGFA in Geweben flhrt zur Unterbrechung des Blutflusses und zur

endothelialen Apoptose mit anschlielender Endothelregression [56].

VEGFA stimuliert bei vielen Krebsarten nicht nur die Angiogenese, sondern zusétzlich das
Tumorwachstum, die Metastasierung und das Uberleben der Tumorzellen. Somit wird der angiogene
Faktor als Angriffspunkt fiir die Therapie von verschiedenen Krebserkrankungen, beispielsweise
Eierstockkrebs und HCC, verwendet [18].
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2.5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, an einem ausgewdhlten Satz an Transkripten zu untersuchen, ob diese statt durch

PAXG6 direkt, indirekt ber Retinoide reguliert werden.

PAX6 konnte den Retinolstoffwechsel in Limbusepithelzellen beeinflussen. Ein Uberangebot von
Retinol und Retinséure fiihrte zu vergleichbaren Transkriptionsdnderungen wie bei PAX6 Reduktion.
Es kommt zu einer Herunterregulation bei DSG1, ADH7 und SPINK?.

Aus diesen oben genannten Uberlegungen und Feststellungen ergab sich die Frage, ob die durch Retinol
regulierten Gene direkt Uber die Retinolrezeptoren (RAR.py/ RXRqpy) gesteuert werden. Bei der
Behandlung von Limbusepithelzellen mit Pan-Rezeptorantagonisten gegen RAR und RXR konnte
ersichtlich werden, ob die gemessenen Transkriptdnderungen tatsdchlich durch die RARs oder RXRs

vermittelt werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Bezeichnung Hersteller

Heraeus Pico 17 Centrifuge Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Inkubator HERAcell 240i 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

Stereolupe OPMI1-FR Carl  Zeiss Microscopy GmbH; Jena,
Deutschland

Sterilwerkbank Safe 2020 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Thermocycler CFX Connect Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Inc., New York, USA

Tabelle 1: Verwendete Geréate und Hersteller

3.1.2 Labormaterialien

Material

Hersteller

AcuPunch, Grofte 1,5 mm

Acuderm Inc.; Florida, USA

1000 pl

AHN myTip® Low Retention Filter Tips 0,5—10 | AHN Biotechnologie GmbH: Nordhausen,
ul Deutschland
AHN myTip® Low Retention Filter Tips 10 — | AHN Biotechnologie GmbH: Nordhausen,
100 pl Deutschland
AHN myTip® Low Retention Filter Tips 100 — | AHN Biotechnologie GmbH: Nordhausen,

Deutschland

Cell Scraper, 28 cm length

Bio One International GmbH;

Kremsmiinster, Osterreich

Greiner
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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

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-Gefale, GroRe 1,5 ml Sarstedt AG & Co. KG; Nirmbrecht,
Deutschland

epT.l.P.S. Standard Pipettenspitzen blau 50-1000 | Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland

pl

Kryotubes, GréRe 1,8 ml Sarstedt AG & Co. KG; Nirmbrecht,
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; Nimbrecht, Deutschland

TC Platte 6 Well, Standard F

Sarstedt AG & Co. KG; Nimbrecht, Deutschland

Tabelle 2: Verwendete Labormaterialien und Hersteller

3.1.3 Chemikalien und Kits

Chemikalie/Kit

Hersteller

Collagenase A

Roche Pharma  AG,Grenzach-

Deutschland

Wyhlen,

Cryo-SFM

PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland

DMEM

Sigma-Aldrich GmbH Deisenheim, Deutschland

Dulbeccos PBS

Sigma-Aldrich GmbH Deisenheim, Deutschland
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KSFM Gibco, Carlshad, USA

One Tag RT-PCR Kit New England BioLabs, Frankfurt a.M.,,
Deutschland

RNA/DNA/Protein isolation kit Norgen

RNAse freies Wasser AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

SYBR-Green Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Western Froxx Antikdrpermischung

BioFroxx GmbH, Einhausen, Deutschland

Western Froxx Solution B (anti-mouse HRP)

BioFroxx GmbH, Einhausen, Deutschland

Western Froxx Sulotion B (anti-rabbit HRP)

BioFroxx GmbH, Einhausen, Deutschland

Western Froxx Stripping Puffer 10x

BioFroxx GmbH, Einhausen, Deutschland

Western Froxx Waschlésung

BioFroxx GmbH, Einhausen, Deutschland

Western lightning chemo luminescence Plus ECL
Reagenz

PerkinElmer Life Sciences, Deutschland

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich GmbH Deisenheim, Deutschland

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien/Kits und Hersteller

3.1.4 Retinoidrezeptorantagonisten

UVI1 3003 10°M

SML 1950-5MG 20 mg/ml

>98 (HPLC) m=5mg
436,58 g/mol

Tabelle 4: UVI 3003 Angaben vom Hersteller

AGN 193109 10°M

SML 2034-5MG 2 mg/ml

>98% (HPLC) m=5mg
392,49 g/mol

Tabelle 5: AGN 193109 Angaben vom Hersteller

3.1.5 Primer fir die gPCR

Primer Cat. No AmplifikationsgroRe Hersteller
(bp)
ABCG2 QT00073206 114 bp QIAGEN  GmbH, Hilden,
Deutschland
ADH7 QT00000217 85 bp QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland
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ADLHA1A QT00013286 97 bp QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland

CRABP2 QT00063434 140 bp QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland

DSG1 QT00001617 96 bp QIAGEN  GmbH,  Hilden,
Deutschland

ELOVL7 QT01025976 89 bp QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland

FABPS QT00225561 97 bp QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland

GUSB QT00046046 96 bp QIAGEN  GmbH,  Hilden,
Deutschland

KRT3 QT00050365 118 bp QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland

KRT12 QT00011949 104 bp QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland

KRT19 QT00081137 117 bp QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland

MKI67 QT00014203 86 bp QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland

PAX6 QT00071169 113 bp QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland

PPARG QT00029841 113 bp QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland

RBP1 QT01850296 126 bp QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland

RDH10 QT00029176 107 bp QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland

SPINK7 QT00039585 126 bp QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland

STRAG QT00006748 74 bp QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland

TBP QT00000721 132 bp QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland

VEGFA QT01010184 150, 204, 222, 273 QIAGEN GmbH, Hilden,
Deutschland

Tabelle 6: Primer fur die g°PCR
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3.1.6 Verwendete Antikdrper

Antikorper Katalognummer Hersteller Verdlnnung
PAX6- (anti-Maus) Sc-32766 Santa Crus | 1:200
Biotechnology, Dallas,
Texas, USA

Tabelle 7: Verwendete Antikorper

3.1.7 Verwendete Medien und Puffer

Das Standardmedium setzt sich aus 500 ml KSFM, 2,5 pg EGF und 25 mg BPE (Bovine Pituitary

Extract) zusammen. Dies wird im folgenden Text als ,,Standard KSFM* bezeichnet.

3.2 Methoden

Alle Versuche wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Die Ethikkommission des Saarlandes hat die Durchfiihrung der Versuche an Spenderzellen bewilligt
(Ethiknummer 226/15). Die Versuchszellen stammten von Hornhautspenden der LIONS Hornhautbank
Saar-Lor-Lux, Trier/ Westpfalz.

3.2.1 Zellkultur

Um die Kontamination der Proben zu vermeiden, erfolgten alle Zellkulturversuche unter einer
Sterilwerkbank mit einem vertikalen Luftstrom. Die anschlieBende Kultivierung der Zellkulturen wurde
in einem Brutschrank bei 37 °C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2-Atmosphére
durchgefihrt.

Limbusstammzellisolation

Das primare Ziel der Prdparation der Spenderhornhdute war die Gewinnung und Isolation von
Limbusepithelzellen aus dem Gewebe. Die hierfiir wichtige Gewebsregion wurde mit Hilfe einer
Stereolupe mit 40facher VergréRerung aufgesucht. Danach wurden die Zellen des Limbusbereiches mit
einer 1,5 mm Biopsie-Stanze ausgestanzt und anschliefend mittels einer kleinen Schere und einer
kleinen Pinzette ausgeschnitten und in eine vorher vorbereitete 24-Well-Platte mit 500 ul Kollagenase
A hineingegeben. Im Anschluss an die Préparation wurde das Gewebe fiir 24 h bei 37 °C inkubiert.

Préparation der priméaren LEZ

Nach 24 h wurde die Inkubation der Gewebestlicke in Kollagenase beendet. Die Biopsien wurden mittels
auf- und abpipettieren durchgemischt und die LEZ samt Nischenzellen aus der verdauten extrazellul&ren
Matrix herausgeltst und vereinzelt. Um diese anschlieRend von den Fibroblasten zu trennen, wurden
die Zellen auf einen Cell-Trics® Filter gegeben und mit 10 ml Phosphate buffered Saline (PBS) gesplilt.

In den folgenden Schritten erfolgte die Vereinzelung der Zellen. Diese wurden aus dem Filter mittels
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2,5 ml Trypsin gespllt. Die Zellen wurden in einer 6 Well-Platte aufgefangen und fur 5 min bei 37 °C
inkubiert und danach nochmals mit einer Pipette durchmischt und anschliefend fiir weitere 5 min
inkubiert. Die Reaktion wurde mit 3 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/ F12 (DMEM/ F12), mit
5% FCS, gestoppt. Es folgte eine 5-minltige Zentrifugation bei 800 g. Nach dieser wurde das
Uberschissige Medium entfernt und die Zellen in 500 ul Keratinocyte serum-free medium (KSFM),
supplementiert mit EGF und BPE (,,Standard KSFM*), resuspendiert und zur Kultivierung in eine 24-
Well-Platte eingesat. Anschlielend wurde die so angelegte Zellkultur wieder bei 37 °C inkubiert. Um
ein erfolgreiches Wachstum zu gewéhrleisten, wurde alle drei Tage das Medium (,,Standard KSFM*)

gewechselt.

Passagieren/ Splitten der Zellen in ein Well einer 6-Well-Platte

Die Inkubation erfolgte mehrere Tage, bis die LEZ in einem Well einer 24-Well-Platte eine Konfluenz
von 90 % erreichten. Wenn diese Dichte erreicht war, wurden sie in ein Well einer 6-Well-Platte
eingesat. Daflir wurde im ersten Schritt das Medium ,,Standard KSFM* entfernt, die Kultur mit 500 pl
Trypsin versetzt und anschlieend 5 min bei 37 °C inkubiert. Diese beiden Schritte dienten der Losung
der adharenten Zellen vom Boden der Platte. Nach erfolgter Inkubation wurde die Reaktion mittels 600
ul DMEM (mit 5% FCS) gestoppt, die Zelllésung in ein Eppendorfgefal? pipettiert und anschlieRend bei
800 g fur eine Dauer von 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und 750 pl PBS
hinzugefigt. Es folgte eine  weitere  Zentrifugation bei 800 g fur 5 min.
Der Uberstand wurde erneut entfernt und die Zellen mit 1 ml ,,Standard KSFM* versetzt. Danach
wurden die Zellen in ein Well einer 6-Well-Platte gegeben und mit weiteren 2 ml ,,Standard KSFM*
aufgefullt, sodass sich 3 ml Medium im Well befanden. Als letzte Schritte der Passage Null erfolgte die
Inkubation der Zellen bei 37 °C fur mehrere Stunden bzw. Tage.

Passagieren/ Splitten der Zellen in zwei Wells einer 6-Well-Platte

Als die Zellen wieder eine Konfluenz von 90 % erreicht hatten, konnten sie auf zwei Wells einer 6-
Well-Platte aufgesplittet werden. Das Passagieren der Zellen erfolgte nach den oben genannten
Schritten. AnschlieBend wurden die Zellen allerdings nicht auf ein, sondern auf zwei Wells einer Platte

aufgeteilt. Hierbei handelte es sich um Passage Eins.

Passagieren/ Splitten der Zellen in vier Wells einer 6-Well-Platte

Bei einer erneuten Konfluenz von 90 % wurden die Zellen ein letztes Mal passagiert und diesmal auf

vier Wells einer 6-Well-Platte aufgeteilt.

Bei Erreichen dieser zweiten Passage konnten die Zellkulturen mit Retinoidrezeptorantagonisten, UVI
3003 und AGN 193109, behandelt werden.
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Kryokonservierung

Zum besseren Arbeiten und der Mdoglichkeit der Kultivierung mehrerer Proben und
Versuchsdurchfihrungen gab es in jedem konfluenten Stadium die Mdglichkeit, die Kulturen zu
kryokonservieren. Diese Vorgehensweise war identisch zum Passagieren. Nur im letzten Schritt wurde
anstatt des ,,Standard KSFM-Mediums* 500 pl Kryomedium hinzugefiigt. Die Zellkultur wurde in
einem Kryocontainer langsam auf -80 °C abgekiihlt und nach ca. 24 h wieder aus dem Container
entnommen und im Stickstoffbehélter bis zur weiteren Behandlung aufbewahrt.

3.2.2 Behandlung mit Retinoidrezeptorantagonisten UVI 3003 und AGN 193109

Die Berechnung der angewendeten Konzentrationen der beiden Antagonisten und die Dauer der
Inkubationszeit (24 h und 48 h) basieren auf aus der Literatur Ublichen Konzentrationen [45,59]. Im
ersten Schritt wurde von beiden Retinoidrezeptorantagonisten jeweils eine 10 mM, eine 5 mM und eine

2,5 mM Stockldsung angesetzt.

Die Behandlung wurde jeweils mit drei verschiedenen Konzentrationen und einer Kontrolle (Tabelle 8
und 9) einer Kultur durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von etwa 60 % mit den
unterschiedlichen Konzentrationen behandelt. Die Kontrolle erfolgte mit dem L&sungsmittel
Dimethylsulfoxid (DMSO). Zur Vorbereitung der Behandlung gehorte das langsame Auftauen der
bereits fertig angesetzten Stockldsungen und der Mediumwechsel (3 ml ,,Standard KFSM* pro Well).

Bevor die Kulturen mit den Retinoidrezeptorantagonisten versetzt wurden, mussten die Stocklésungen
grindlich gemischt werden. Die Behandlung der einzelnen Wells erfolgte nach dem Schema der beiden
nachfolgend angefiigten Tabellen (Tabelle 8 und Tabelle 9). Um die gleichmaRige Verteilung der
Antagonisten in jedem einzelnen Well zu gewahrleisten, wurde die Platte am Ende der Behandlung
vorsichtig gemischt. Zum Abschluss des Prozesses erfolgte die Inkubation bei 37 °C Uber 24 h und 48
h.

UVI 3003
Well Substanzmenge [pl] Konzentration der | Endkonzentration der
Stocklésung [mM] Retinolblocker [uM]
1. Well 0,9 DMSO 0 0
2.Well 0,6 2,5 0,5
3.well 0,6 5 1
4. Well 0,9 5 1,5

Tabelle 8: Behandlung mit UVI 3003
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AGN 193109

Well Substanzmenge [pl] Konzentration der | Endkonzentration der
Stocklésung [mM] Retinolblocker [uM]

1. Well 0,9 DMSO 0 0

2.Well 0,6 2,5 0,5

3.Well 0,6 5 1

4. Well 0,9 5 1,5

Tabelle 9: Behandlung mit AGN 193109

3.2.3 Toxizitatstestung unter der Behandlung mit AGN 193109 und UVI 3003 mittels
eines XXT Assays

Nach Anzucht der Kulturen wurden die Zellen in eine 96 Wellplatte ausgesat und mit den
unterschiedlichen Konzentrationen von AGN und UVI tber 24 h und 48 h behandelt. Nach Beendigung
der Inkubationszeit wurden die Kulturen mit dem XTT Reagenz versetzt und fir 30 min bis 1 h inkubiert.
Bei aktiven Zellen (mit Aktivitat der mitochondrialen Enzyme) bildet sich in dieser Zeit ein orangener
Farbstoff in der 96 Wellplatte aus. Die Farbstoffintensitdt kann anschlieRend mit einem
Spektralphotometer (TECAN infinite F50, Schweiz) gemessen werden. Die ermittelte Intensitat des

Farbumschlags wurde auf die Kontrolle normalisiert.

3.2.4 RNA-/Protein- Isolation

Nach 24 h oder 48 h wurde die Inkubation der mit Retinoidrezeptorantagonisten behandelten Kulturen
beendet. Als Néchstes folgte die Lyse der Zellen. Dazu wurde zuerst das Medium ,,Standard KSFM*
aus allen behandelten Wells mittels einer Pipette entfernt und griindlich mit 2 ml PBS gespiilt. Nach der
Entfernung des PBS wurden in die Wells jeweils 300 pl Lysepuffer gegeben und mittels eines
Zellschabers die Zellmasse vom Boden der Platte geltst und in ein Eppendorfgefal? pipettiert.

Die Isolation der RNA und Proteine erfolgte aus den gewonnen Zelllysaten durch ein Silica-basiertes
Saulensystem. Der Prozess wurde anhand eines standardisierten Protokolls von Norgen und dem
RNA/DNA/Protein Purification Plus Kit durchgefihrt.

Nach der RNA-Isolation wurde mithilfe eines Nano-Drop Spektralphotometers die RNA-Konzentration
aus den gewonnenen Proben gemessen. Die Berechnung der RNA-Konzentration [ng/ul] erfolgte mittels
Ultraviolet/ Visible (UV/VIS)-Spektrometrie (Nano-Drop 1000, peglab, Deutschland) und des

modifizierten Lambert-Beerschen Gesetzes c=(A+e)/b.
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cDNA- Synthese

Pro cDNA-Synthese wurden 500 ng Gesamt-RNA verwendet und die dafir erforderliche RNA-Menge

aus der vorher bestimmten RNA-Konzentration berechnet.

Die Synthese der cDNA erfolgte nach einem standartisierten Protokoll des OneTaq Rt-PCR Kit von
New England BioLabs (Tabelle 10).

Reaktionsmix Volumen [ul]

H>O (Nuclease-frei) Volumen gesamt — (Volumen grna + Volumen oiigo
d(T)23 Primer)

RNA (500 ng) X

Oligo d(T)23 Primer 2

Gesamt 8

+ M-MuLV Reaction Mix 10

+ M-MuLV Enzyme Mix 2

+ H20 (Nuclease-frei) 30

Tabelle 10: Reaktionsmix flir eine Reaktion flir die cDNA-Synthese. (Die Variable x steht fiir eine beliebige Zahl
zwischen 0 und 6)

3.2.5 Quantitative Polymerasekettenreaktion

Die quantitative Polymerasekettenreaktion dient dem Nachweis und gleichzeitig der Quantifizierung
von Nukleinsauren (DNA oder RNA). Mithilfe dieser Methode kann man Aussagen tiber die Hoch-bzw.

Herunterregulation eines Gens oder einer mRNA im Vergleich zu der Kontrolle treffen.

Fir diesen Versuch wurde eine 96-Well-Platte benutzt. Der Primermix und der Templatemix wurden
gemal den folgenden Tabellen angesetzt und nach einem vorher festgelegten Pipettierschema in die 96-
Well-Platte pipettiert (Tabelle 11 und Tabelle 12). Als Referenzgen diente das TATA binding Protein
(TBP) und die B-Glucuronidase (GUSB). Die eingesetzten Primer waren: ABCG2, ADH7, ADLHAL1A,
CRABP2, DSG1, ELOVL7, FABP5, KRT3, KRT12, KRT19, MKI67, PAX6, PPARG, RBP1, RDH10,
SPINK?7, STRA6, VEGFA, TBP, GUSB

Primermix Volumen [ul]
Primer 1,25

SYBR- Green 50

H.O 1,25

Gesamt 75

Tabelle 11: Ansatz von Primermix (fur ein Well einer 96-Well-Platte)
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Templatemix Volumen [ul]

cDNA 0,5
H.O 2,0
Gesamt 2,5

Tabelle 12: Ansatz von Templatemix (fir ein Well einer 96-Well-Platte)

Die gPCR erfolgte in vier Schritten: Initiale Denaturierung auf 95 °C Uber 5 min, Denaturierung bei 95
°C fir 10 s, Primerhybridisierung bei 60 °C fir 30 s und die Elongation auf 72 °C. Die Denaturierung,
Primerhybridisierung und Elongation wurden fiir 40 Zyklen wiederholt.

Die Auswertung der Ergebnisse wurde mit der Software QuantStudio Design & Analysis durchgefihrt.
Diese berechnete die Ct-Werte und daraus konnte man auf den jeweiligen ACt-Wert, den AACt-Wert
und den Fold Change schlielen.

3.2.6  Western Blot

Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte durch den sogenannten Bradford-Test nach einem
standardisierten Protokoll von Sigma-Aldrich (Katalognummer B6916). Die Messung wurde bei 595°

nm durchgefiihrt.

Probenvorbereitung und Elektrophorese

Anhand der Proteinkonzentrationen wurden die einzelnen Proteinmengen berechnet. Es wurden fiir den

Western Blot 20 g pro Probe verwendet. Die Proben wurden hierzu in L&mmlinpuffer aufgenommen.

Zur Denaturierung erfolgte eine Inkubation der Proben fiir 5 min bei 95 °C im Thermoblock und eine
anschlieende Abkuhlung der Proben auf Eis. Im nachsten Schritt wurde die Elektrophoresekammer
vorbereitet. Das Sodium-dodecyl-sulfat-Gel (SDS-Gel) wurde mit dem Gelhalter in die
Elektrophoresekammer montiert, mit den Proben und dem dual-colour-Marker beladen und mit 3-(N-
Morpholino)propansulfonsaure (MOPS)-Puffer bis zur Markierung aufgefillt. Die GroRenauftrennung
der Proteine in der Elektophoresekammer erfolgte unter einer Spannung von ca. 180 V fur eine Stunde.

Blotten und Antikorper-Inkubation

Nach erfolgter Auftrennung des Proteins wurde das Gel aus der Kammer entfernt und auf eine
Nitrocellulosemembran mit Hilfe der Semi-Dry-Blotkammer transferiert. Als néchstes erfolgte der
Waschvorgang (3x fur je 5 min mit je 10 ml Waschl6sung) mit der WesternFroxx Waschldsung.
AnschlieBend wurde die Membran fur die Immundetektion mit dem Primdr-Antikorper, bestehend aus

dem anti-mouse/- anti-rabbit-Sekundar-Antikdrper, fur vier Stunden bei 4 °C unter Schiitteln inkubiert.
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Nach der Inkubation erfolgte wieder ein dreimaliger Waschgang fir jeweils 5 min mit je 10 ml
WesternFroxx Waschldsung. AnschlieBend wurde die Waschlosung entfernt und die Membran in einer

Folie mit Western Plus Lésung fur 1 min. behandelt und in einem Western Blot Imager entwickelt.

Es erfolgte wieder ein dreimaliger Waschgang flr jeweils 5 min mit je 10 ml WesternFroxx

Waschlosung.

Um sicherzustellen, dass bei allen Proben die gleiche Gesamtmenge an Protein eingesetzt wurde, dient
das Protein B-Aktin als Ladekontrolle. Die Membran wurde fur 15 min mit B-Aktin bei Raumtemperatur
unter Schitteln inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Membran wieder dreimal gewaschen und
danach in einer Folie mit 1000 ul Oxidizing Reagent Plus und 1000 pl Enhanced Luminol reagent plus

inkubiert und anschliefend entwickelt.
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4 Ergebnisse

Alle Signifikanzen dieser Arbeit sind im Format der GraphPad prism Software ausgewertet. Somit ergibt

sich flr die Signifikanz: = p <0,05; s% p <0,01; s p < 0,001; s p < 0,0001.

4.1 Toxizitatstestung der Proben unter Behandlung mit AGN 193109 und
UVI 3003

Mittels eines XTT Assays wurde analysiert, ob die eingesetzten Konzentrationen von AGN, UVI, RA
und Retinol einen toxischen Effekt auf die behandelten Zellkulturen haben. Nach 24 h war die Viabilitat
bei der Behandlung mit RA sogar signifikant erhéht. Eine signifikante Erniedrigung der Zellviabilitat

war nur bei den Konzentrationen von 5 uM zu beobachten (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Zytotoxizitats Assay (XTT) unter24 h und 48 h Behandlung mit UVI, AGN, RA und
Retinol. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige Kontrollprobe
( p<0,05; %% p < 0,01; %% p < 0,001; %% p < 0,0001)
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4.2 Genexpressionsergebnisse nach Behandlung von Limbusepithelzellen
mit Retinoidrezeptorantagonisten UVI 3003 und AGN 193109

4.2.1 Der Stammzellmarker ABCG2 und der Proliferationsmarker Ki67

ABCG2

Wie in Abbildung 2 dargestellt, zeigte ABCG2 unter der Behandlung von AGN in den verschiedenen
Inkubationszeitraumen verschiedene Regulationen. Nach 24 h AGN Behandlung zeigten sich keine
signifikanten Anderungen der Transkriptmenge. Nach 48 h ergab sich eine Tendenz zur Hochregulation
von ABCG2 bei zwei der drei Konzentrationen (p < 0,2709). Eine signifikante Regulation von ABCG2

war nur bei der Konzentration 1,5 uM (p = 0,0091) zu verzeichnen.

Unter der Behandlung mit UVI1 zeigten sich ebenfalls unterschiedliche Regulationen. Nach 24 stiindiger
Behandlung ergab sich in allen drei Konzentrationen eine signifikante Herunterregulation der ABCG2-
Expression (p < 0,0119). Nach 48 h lieR? sich keine signifikante Herunterregulation mehr feststellen (p
< 0,9999). Bei den Konzentrationen 0,5 uM (p = 0,9659) und 1,0 uM (p = 0,3301) tendierte die
Expression zur Hochregulation. Bei 1,5 uM (p = 0,9999) konnte keine Regulationsdnderung mehr
erkannt werden.
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Abbildung 2: Genexpression des Markers ABCG2 unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003 und
AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige
Kontrollprobe (x p < 0,05; sx p < 0,01, s%x p < 0,001, ssxx p < 0,0001)
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MKI67

Abbildung 3 zeigt, dass die Genexpression von MKI67 nach 24 h AGN-Behandlung bei allen drei
Konzentrationen signifikant herunterreguliert war (p < 0,0001). Nach 48 h war die Herunterregulation
unter AGN-Behandlung nur bei den Konzentrationen 1,0 uM und 1,5 uM signifikant (p < 0,0001), nicht
bei 0,5 uM (FC =0,7-0,1).

Unter der Behandlung mit UVI zeigte sich in beiden Zeitgruppen in allen drei Konzentrationen eine
tendenzielle Herunterregulation (p < 0,3177). Diese war lediglich nach 24 h bei 1,0 uM und 1,5 uM
signifikant (FC=0,5-0,2).
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Abbildung 3: Genexpression des Markers Ki67 unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003 und
AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige
Kontrollprobe (s« p < 0,05; #% p < 0,01, sxx p < 0,001; sxx% p < 0,0001)

4.2.2 mRNA Expression von PAX6 in primaren LEZs

PAX6

Fir PAX6 war weder unter der Behandlung von AGN noch unter der Behandlung von UVI bei allen
drei Konzentrationen (0,5 pM, 1 uM und 1,5 pM) eine Anderung der Transkription zu beobachten
(Abbildung 4). Nach 48 h Inkubation mit UVI zeigten einige Proben (bei 0,5 uM und 1,5 uM) eine

Hochregulation, jedoch nicht alle, weswegen diese nicht als signifikant zu werten sind (p < 0,9925).
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Abbildung 4: Genexpression des Markers PAX6 unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003 und
AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige
Kontrollprobe (x p < 0,05; sx p < 0,01, %% p < 0,001, %xxx p < 0,0001)

4.2.3 gPCR-Analyse von ADH7, ALDH1A1, DSG1 und SPINKY7 in LEZs unter der
Behandlung von AGN 193109 und UVI 3003

ADH7

Nach 24 stindiger AGN-Behandlung zeigte sich bei allen drei Konzentrationen ein Trend zur
Hochregulation. Wie in Abbildung 5 ersichtlich, war dies allerdings nur bei den Konzentrationen 1,0
MM (p = 0,0051) und 1,5 uM (p = 0,0004) signifikant. Dies ist in Abbildung 5 ersichtlich. Nach 48 h
war kein eindeutiger Trend mehr zu erkennen. Bei Konzentrationen von 0,5 UM und 1,5 uM zeigte sich
jeweils ein Trend zur Hochregulation und bei 1,0 pM ein Trend zur Herunterregulation. Die
Genexpression bei ADH7 zeigte nach 24 h UVI-Behandlung fiir alle drei Konzentrationen einen Trend
zur Hochregulation, der bei 1,0 uM (p = 0,0002) und 1,5 uM (p < 0,0001) signifikant, bei 0,5 uM (p =
0,7542) jedoch nicht signifikant war. Nach 48 h ergab sich keine signifikante Transkription mehr (p <
0,9996).
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Abbildung 5: Genexpression des Markers ADH7 unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003 und
AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige
Kontrollprobe (x p < 0,05; sx p < 0,01, x%x p < 0,001, sxxx p < 0,0001)

ALDH1A1l

Die Genexpression von ALDH1AL in Abbildung 6 wurde unter der 24-, und 48-stiindigen Behandlung
mit UVI oder AGN nicht signifikant reguliert (p < 0,9318).
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Abbildung 6: Genexpression des Markers ALDH1A1 unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003
und AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige
Kontrollprobe (s« p < 0,05; «% p < 0,01, sxx p < 0,001, sxx% p < 0,0001)
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DSG1

Die Genexpression von DSG1 in Abbildung 6 war unter AGN-Behandlung (24 h und 48 h) in allen drei
Konzentrationen tendenziell hochreguliert. In der 24 h Behandlungsgruppe war eine signifikante
Transkriptdnderung bei den Konzentrationen 0,5 uM, 1,0 uM und 1,5 uM (FC = 2,1 - 3,2) (p <0,0005)
zu beobachten. Wahrend der 48-stiindigen Behandlung mit AGN war die Hochregulation von DSG1
(FC = 10,9 — 5,4) bei keiner der drei Konzentrationen signifikant (p < 0,3599). Bei der Behandlung mit
UVI ergab sich zwar bei beiden Inkubationszeitrdumen und bei allen drei Konzentrationen ein leichter
Trend zur Herunterregulation (Ausnahme: 48 h bei 0,5 UM keine Regulation), aber keine dieser sehr
leichten Anderungen (FC 24 h: 0,6 — 0,7; FC 48 h: 1,1 - 0,3) war signifikant (p < 0,9705).
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Abbildung 7: Genexpression des Markers DSG1 unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003 und

AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige
Kontrollprobe (x p < 0,05; s p < 0,01, sxx p < 0,001; sxx% p < 0,0001)
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SPINKY

Die Behandlung mit AGN und UVI ergab bei SPINK7 nach 48 h einen Trend zur Hochregulation (FC
AGN 48 h: 1,2 -1,1; FC UVI 48 h: 3,2 — 3,9). Diese war allerdings nicht signifikant (Abbildung 8) (p
<0,9936).
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Abbildung 8: Genexpression des Markers SPINK7 unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003 und
AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige
Kontrollprobe (x p < 0,05; s p < 0,01, sxx p < 0,001; sxx% p < 0,0001)

424 KRT3, KRT12 und KRT19 in LEZs

KRT3

Die 24 h Behandlung mit AGN ergab flr die Konzentrationen 0,5 uM (p = 0,1603) und 1,0 uM (0,0277)
einen leichten Trend zur Hochregulation (Abbildung 9). Diese war lediglich bei 1,0 uM (p = 0,0277)
signifikant. Bei 1,5 uM (p = 0,8364) liel3 sich keine signifikante Transkriptionssanderung erkennen. Bei
der 48-stiindigen Behandlung der Kulturen mit AGN zeigte sich bei allen drei Konzentrationen keine
signifikante Anderung (p < 0,9912). Die Genexpression war bei der Behandlung von UVI in beiden
Zeitgruppen nicht signifikant (24 h: p <0,9514; 48 h: p <0,8811).
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Abbildung 9: Genexpression des Markers KRT3 unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003 und
AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige
Kontrollprobe (s« p < 0,05; %% p < 0,01; %% p < 0,001; sxx% p < 0,0001)

KRT12

Wie in Abbildung 10 dargestellt, ergab die Behandlung mit AGN, sowohl bei 24 h (p <0,0058) als auch
bei 48 h (p < 0,0115), in beiden Gruppen fir alle drei Konzentrationen eine signifikante
Herunterregulation bei moderaten Transkriptionsdnderungen (FC 24 h: 0,7 - 0,5; FC 48 h: 0,7 - 0,4).

Fur die Behandlung mit UV zeigte sich fiir beide Zeitgruppen keine signifikante Anderung der KRT12-
Expression (24 h: p < 0,5669; 48 h: p < 0,9417). Wahrend bei 0,5 UM (p = 0,4486) eine sehr leichte
Tendenz zur Hochregulation zu sehen war, war dieser Trend bei der Behandlung mit 1 uM (p = 0,9417)
und 1,5 uM (p = 0,5480) UVI umgekehrt.
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Abbildung 10: Genexpression des Markers KRT12 unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003 und
AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige
Kontrollprobe (x p < 0,05; sx p < 0,01, x%x p < 0,001, %% p < 0,0001)
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KRT19

Die Genexpression von KRT19 in Abbildung 11 war bei der Behandlung mit AGN bei allen
Konzentrationen und Inkubationszeitraumen herunterreguliert. Nach 24 h war diese Herunterregulation
der Expression signifikant (p < 0,0466), nach 48 h (p < 0,9966) jedoch nicht mehr. Die Anderungen
waren zudem sehr schwach ausgepragt (FC 24 h: 0,6- 0,8; FC 48 h: 0,7 —0,9).

Bei der Behandlung mit UVI war die Genexpression von KRT19 weder hoch-, noch herunterreguliert
und auch nicht signifikant (p > 0,9999).
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Abbildung 11: Genexpression des Markers KRT19 unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003 und
AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige
Kontrollprobe (x p < 0,05; sx p < 0,01, s%x p < 0,001, sxxx p < 0,0001)

4.2.5 Marker des Retinsdureweges und der Bindehaut von Aniridiepatienten

CRABP?2

Die Genexpression von CRABP2 war bei 24 h und 48 h AGN-Behandlung teilweise hochreguliert
(Abbildung 12). Bei der 24 h AGN-Behandlung war CRABP2 bei Stimulation mit 1 uM (p = 0,0002)
AGN signifikant erhoht. Nach 48-stindiger Behandlung mit AGN war CRABP2 bei 0,5 pM (p =
0,0384) signifikant erhoht.

Fir CRABP2 zeigte sich bei 24-stindiger Behandlung mit UVI ein leichter Trend zur
Herunterregulation bei allen drei Konzentrationen (p < 0,1311). Bei 1,5 pM (p = 0,0160) war die
Herunterregulation signifikant.

Eine durchgehende signifikante Herunterregulation konnte man bei allen drei Konzentrationen nach 48
h UVI-Behandlung erkennen (p < 0,0018).
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Abbildung 12: Genexpression des Markers CRABP2 unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003
und AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige
Kontrollprobe (s« p < 0,05; #% p < 0,01; %% p < 0,001; sxx% p < 0,0001)

ELOVLY

Unter der 24 h Behandlung mit AGN ergab sich, wie in Abbildung 13 dargestellt, fur ELOVL7 eine
tendenzielle Hochregulation bei allen drei Konzentrationen (p < 0,9465), allerdings war die Expression
nur bei 1,5 uM (p = 0,0016) signifikant erhoht (FC 24h 1,5 uM: 7,4). Nach 48 stiindiger Behandlung
mit AGN konnte ebenfalls ein Trend zur Hochregulation beobachtet werden (p <0,8161). Hierbei waren
die Expressionen bei 1,0 uM (p = 0,0026) und bei 1,5 uM (p < 0,0001) AGN signifikant erhéht (FC 48
h 1,0 uM: 3,7; FC 48h 1,5 uM: 6,5).

Bei der Behandlung mit UVI konnte man bei 24-, und 48-stindiger Behandlung einen Trend zur
Hochregulation beobachten (p < 0,9195), jedoch war hierbei nur die Expression bei der Konzentration
von 1,5 uM (p = 0,0063) nach 24 h Behandlung signifikant erhoht (FC 4,9).
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Abbildung 13: Genexpression des Markers ELOVL7 unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003 und
AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige Kontrollprobe
(% p<0,05; %% p < 0,01; sxx p < 0,001; xxx% p < 0,0001)

FABPS

Wie in Abbildung 14 ersichtlich ist, ergab sich fur FABP5 unter der 24-stiindigen Behandlung mit AGN
eine signifikante Hochregulation bei 1,0 uM (p < 0,0001) und 1,5 uM (p < 0,0001). Bei 0,5 uM (p =
0,8871) zeigte sich keine signifikante Anderung. Nach 48 h unter AGN konnte man nur einen leichten
Trend zur Hochregulation vernehmen (p <0,5218).

Die Behandlung mit UVI zeigte in beiden Zeitradumen keine signifikanten Regulationen. Nach 24 h
ergab sich mit allen drei Konzentrationen ein Trend zur Hochregulation (p <0,6270), jedoch mit starken

individuellen Schwankungen in den einzelnen Proben, was sich in der hohen SD widerspiegelt.
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Abbildung 14: Genexpression des Markers FABP5 unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003 und
AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige
Kontrollprobe (x p < 0,05; %% p < 0,01, x%% p < 0,001, sxxx p < 0,0001)
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PPARG

Bei der Behandlung mit AGN war bei beiden Zeitintervallen (24 h und 48 h) eine deutliche
Hochregulation ersichtlich (Abbildung 15) (p < 0,7384). Nach 24 h war bei den Konzentrationen 1,0
MM (p = 0,0099) und 1,5 uM (p < 0,0001) eine signifikante Hochregulation zu beobachten. Nach 48 h
war die Expression bei 1,5 uM (p = 0,0022) signifikant erhoht.

Bei der Behandlung mit UVI war sowohl bei 24 h als auch bei 48 h keine signifikante Regulation zu
beobachten (p > 0,9999).
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Abbildung 15: Genexpression des Markers PPARG unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003 und
AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige
Kontrollprobe (s« p < 0,05; x% p < 0,01, sxx p < 0,001; sxx% p < 0,0001)

RBP1

Bei der Genexpression von RBP1 in Abbildung 16 ergab sich unter Behandlung mit AGN und UVI
keine signifikante Regulation (p < 0,9785).
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Abbildung 16: Genexpression des Markers RBP1 unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003 und
AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige Kontrollprobe
(x p<0,05; %% p < 0,01; %x% p < 0,001, xxx% p < 0,0001)

RDH10

Bei allen Behandlungen ergab sich ein Trend zur Hochregulation (Abbildung 17) (p <0,9933).

Nach der 24 h und 48 h Behandlung mit AGN ergab sich flir die Konzentration 1,5 uM (24 h: p =0,0086;
48 h: p = 0,0030) eine signifikante Hochregulation. Die anderen beiden geringeren Konzentrationen (0,5
UM und 1,0 uM) zeigten einen ahnlichen Trend. Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (p <
0,9439).

Die Behandlung mit UVI zeigte bei beiden Inkubationszeitradumen in allen Konzentrationen keine
Regulation (p <0,9933).
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Abbildung 17: Genexpression des Markers RDH10 unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003
und AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige
Kontrollprobe (x p < 0,05; sx p < 0,01, x%x p < 0,001, %% p < 0,0001)

47



STRAG

Bei STRAG konnte man in Abbildung 18 bei der Behandlung mit AGN, sowohl bei 24 h als auch bei 48
h Inkubation, eine Herunterregulation der Genexpression erkennen (p < 0,1580). Diese war nach 24 h
bei 0,5uM (p = 0,0063) und 1,0 uM (p = 0,0236) signifikant, nicht aber bei 1,5 uM (p = 0,1580). Bei 48
h war die Expression bei allen drei Konzentrationen signifikant (p < 0,0049). Die Herunterregulation
schien bei den niedrigen Konzentrationen stérker zu sein als bei den hoheren Konzentrationen (FC = 0,3
bei 0,5 und FC = 0,5 bei 1,5 uM).

Nach 24-stiindiger Behandlung mit UVI war STRAG6 bei allen drei Konzentrationen signifikant
hochreguliert (FC = 1,7) (p < 0,0170). Nach 48 h UVI-Behandlung konnte man wieder in allen drei
Konzentrationen einen Trend zur Hochregulation erkennen (FC = 16,3 — 6,9). Diese Regulation war
jedoch nicht signifikant (p < 0,9841).

STRAG

e el ) |

Expression fold change [2+]
¢

AGN24h  AGW4B8h UVI2Z4h UVI48h

Abbildung 18: Genexpression des Markers STRA6 unter 24 h und 48 h Behandlung mit UVI 3003 und
AGN 193109. Dargestellt sind die Expression Fold changes normalisiert auf die jeweilige
Kontrollprobe (x p < 0,05; sx p < 0,01, x%x p < 0,001, sxxx p < 0,0001)

In Tabelle 13 sind alle relevanten p-Werte dieser Arbeit aufgelistet. Die Signifikanzwerte sind hierbei
fettgedruckt dargestellt. Da die Signifikanzen mittels der GraphPad prism Software ausgewertet wurden,
ergibt sich Folgendes: % p <0,05; =% p <0,01; s p <0,001; %% p < 0,0001.

AGN p- Wert24h | p-Wert48h | UVI p- Wert 24h | p- Wert 48h
ABCG2

0,5uM 0,5413 0,2709 0,5uM 0,0119 0,9659

1,0 uM 0,9318 0,0813 1,0 uM 0,0007 0,3301

1,5 uM 0,8190 0,0091 1,5 uM 0,0001 0,9999
MIKG67

0,5 uM <0,0001 0,0748 0,5 uM 0,3177 0,4619
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1,0 uM <0,0001 <0,0001 1,0 uM 0,0006 >0,9999
1,5 uM <0,0001 <0,0001 1,5uM <0,0001 0,2298
PAX6

0,5uM 0,6665 0,9282 0,5 uM 0,6281 0,6267
1,0 uM 0,2858 0,7277 1,0 uM 0,9902 0,9925
1,5 uM 0,3573 0,9379 1,5uM 0,7620 0,6511
ADH7

0,5uM 0,0814 0,1912 0,5 uM 0,7542 0,2469
1,0 uM 0,0051 0,9272 1,0 uM 0,0002 0,9996
1,5 uM 0,0004 0,6921 1,5uM <0,0001 0,4721
ALDH1A1l

0,5uM 0,5413 0,5676 0,5 uM 0,3509 0,1352
1,0 uM 0,9318 0,1992 1,0 uM 0,2670 0,6280
1,5uM 0,8190 0,0692 1,5uM 0,2101 0,1553
DSG1

0,5uM 0,0005 0,4335 0,5 uM 0,4476 0,9705
1,0 uM <0,0001 0,3599 1,0 uM 0,9658 0,7429
1,5 uM <0,0001 0,8869 1,5 uM 0,7153 0,2601
SPINKY7

0,5uM 0,8542 0,4902 0,5 uM 0,2955 0,8998
1,0 uM 0,5537 0,0963 1,0 uM 0,8820 0,8296
1,5 uM 0,9223 0,2684 1,5uM 0,9838 0,9936
KRT3

0,5uM 0,1603 0,9888 0,5 uM 0,0694 0,5986
1,0 uM 0,0277 0,8566 1,0 uM 0,4287 0,8811
1,5 uM 0,8364 0,9912 1,5uM 0,9514 0,7975
KRT12

0,5uM 0,0037 0,0115 0,5 uM 0,5669 0,4486
1,0 uM 0,0058 0,0005 1,0 uM 0,2825 0,9417
1,5 uM 0,0001 <0,0001 1,5uM 0,0679 0,5480
KRT19

0,5uM 0,0066 0,0832 0,5 uM 0,7576 >0,9999
1,0 uM 0,0132 0,7120 1,0 uM 0,9980 0,9828
1,5uM 0,0466 0,9966 1,5uM 0,2151 0,9673
CRABP2

0,5uM 0,8176 0,0384 0,5 uM 0,1311 0,0018

49



1,0 uM 0,0002 0,1503 1,0 pM 0,1049 0,0005
1,5 M 0,3465 0,5078 1,5 pM 0,0160 <0,0001
ELOVL7?

0,5 UM 0,9465 0,5956 0,5 UM 0,9195 0,8161
1,0 pM 0,1324 0,0026 1,0 pM 0,1317 0,5834
15uM 0,0016 <0,0001 1,5 uM 0,0063 0,5039
FABP5

0,5 UM 0,8871 0,5218 0,5 UM 0,6270 0,7196
1,0 uM <0,0001 0,3406 1,0 pM 0,5148 0,9973
1,5 UM <0,0001 0,1862 1,5 pM 0,4659 0,0965
PPARG

0,5 UM 0,2516 0,7384 0,5 UM >0,9999 >0,9999
1,0 uM 0,0099 0,0652 1,0 pM 0,4858 0,5072
15uM <0,0001 0,0022 1,5 pM 0,0574 0,4795
RBP1

0,5 M 0,5188 0,6705 0,5 UM 0,5188 0,1613
1,0 uM 0,8027 0,9785 1,0 pM 0,8027 0,7415
1,5 UM 0,3040 0,7772 1,5 pM 0,3040 0,4058
RDH10

0,5 UM 0,9439 0,8528 0,5 UM 0,9933 0,7543
1,0 M 0,2587 0,1260 1,0 pM 0,7017 0,9267
15 UM 0,0086 0,0030 1,5 pM 0,1130 0,4899
STRA6

0,5 M 0,0063 0,0003 0,5 UM 0,0170 0,4097
1,0 uM 0,0236 0,0008 1,0 pM 0,0002 0,841
1,5 M 0,1580 0,0049 1,5 uM <0,0001 0,9125

Tabelle 13: p-Werte der 24 h und 48 h Behandlung der LEZ mit UVI 3003 und AGN 1931009.
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5 Diskussion

Mithilfe der durchgefiihrten Experimente konnten weitere Anhaltspunkte dafir gefunden werden, dass
ausgewdhlte Gene, welche auch bei Aniridie dereguliert sind, unter anderem Uber RAR- oder RXR-
Rezeptoren gesteuert werden kénnen. Dies wird auch von vorherigen Untersuchungen unterstiitzt, bei
denen dieselben Gene durch Retinoide in umgekehrte Richtung reguliert wurden. Im Folgenden wird
erlautert, dass diese Beobachtung fur einige, jedoch nicht fir alle Gene, der Fall war.

Die Strukturproteine DSG1, KRT3, KRT12 und KRT19 zeigten eine vernehmbare Hoch- oder
Herunterregulation durch die Behandlung mit dem Retinoidrezeptorantagonisten AGN 193109, einem
potenten Pan-Retinsdure-Rezeptor (RAR)-Antagonisten. Die Differenzierungsmarker ADH?7,
ADLHALA und ABCG2, die Transkripte, die den Fettstoffwechsel beeinflussen ELOVL7, FABP5 und
PPARG und die weiteren Gene CRABP2, RDH10 und SPINK7 ergaben sowohl bei der Behandlung mit
UVI 3003, einem hochaffinen Pan-Retinsdure-Rezeptor (RAR)-Antagonist, als auch mit AGN 193109
eine Hoch-bzw. Herunterregulation. Bei dem Stammzell- und Differenzierungsmarker PAX6 ergab sich
unter keiner der beiden Retinoidrezeptorantagonisten eine signifikante Regulationsanderung. Die

Auswirkungen auf die untersuchten Transkripte sind systematisch weiter unten aufgefihrt.

5.1 Unterschiedliche Antworten der Genexpression unter Behandlung mit
RAR-/ RXR-Rezeptorantagonisten

Die Behandlung mit AGN und UVI zeigte bei keiner der in den Folgeversuchen eingesetzten
Konzentrationen von AGN und UVI eine Verminderung der Variabilitdt im XTT Assay. Nach 48 h
Behandlung waren weniger Ergebnisse signifikant, obwohl der Trend der Regulation oftmals gleich war.
Dies konnte daran gelegen haben, dass in einigen Reaktionen nach 48 h die Trankskriptmenge der
Referenzgene der mit AGN und UVI behandelten Proben in einigen Féllen fluktuierte. Es war jedoch
kein systematischer Einfluss auf die Expression der Referenzgene feststellbar. Dies stellt aber einen
kritischen Punkt fiir die Interpretation der Daten dar. Generell sollte eine Behandlung keinerlei Einfluss

auf die Referenzgene zeigen. Dies flihrte zu einer hoheren Varianz der Expressionswerte bei 48 h.

5.2 Interpretation der Genexpressionsergebnisse der RAR-abhéangigen
Transkripte

521 DSG1

Die Behandlung mit einem RAR-Rezeptorantagonisten (AGN 193109) fuhrte zu einer Erh6hung der
MRNA-Expression von DSG1. Keine Expressionserhthung dieses Gens erfolgte durch die Zugabe von
UVI 3003, der zu einer Hemmung des RXR-Retinoid-Rezeptors fiihrt. Da zuvor bei Retinolgabe und

auch bei Retinséuregabe die Expression von DSG1 gehemmt werden konnte, kann man also annehmen,
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dass durch die Blockierung der RAR-Retinséurerezeptoren die Differenzierung der LEZ geférdert wird
und DSG1 durchaus retinolabhangig gesteuert wird. Dies deckt sich auch mit Studien, die eine

Abhéngigkeit der DSG1 Expression von Retinol bereits nahelegen konnten [22].

DSGL1 ist ein kornealer Differenzierungsmarker und ist bei Aniridiepatienten sowohl in der Konjunktiva
als auch in den LEZ herunterreguliert. DSG1 ist ebenfalls bei Mausen mit PAX6 Haploinsuffizienz
herunterreguliert [24]. In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass es nach einem PAX6-Knockdown zu
einer signifikanten Reduktion von DSG1 kommt [27].

Diese Arbeit liefert weitere Evidenz fiir unsere Hypothese zur PAXG6/ retinolabhdngigen
Genregulationen von DSGL1 in LEZ. Wie bereits erwahnt ist DSG1 bei Aniridie herunterreguliert. In
vitro wurde die DSG1 Expression bei Retinollberschuss herunterreguliert. Durch die Zugabe von
Retinoidrezeptorantagonisten stieg im Einklang zur Hypothese die Expression an. Somit kénnen die in

Aniridie beobachteten Transkriptdnderungen indirekt Uber Storung des Retinoidstoffwechsels mit PAX6
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zusammenhangen.

Abbildung 19: Signifikante Genexpression von DSG1 unter der Behandlung mit Retinolderivaten [25]
und Retinoidrezeptorantagonisten

522 KRT3, KRT12, KRT19

Das Vitamin A und die Retinoide (Vitamin A-Metabolite) beeinflussen unter anderem die
Differenzierung der menschlichen Haut als Marker differenzierten Gewebes. Die Keratine befinden sich
in der Epidermis der Haut [49]. Die Keratinproteine kommen in allen Epithelgeweben (z.B.

Hornhautepithel, Haut usw.) vor und sind somit sehr wichtige strukturelle Zwischenfilamente [34].

KRT3 und KRT12

Durch die Behandlung mit RA zeigte sich bei KRT3 (Herunterregulation) und KRT12 (Hochregulation)
eine genau gegensatzliche Regulation. Auch nach der Behandlung mit Retinoidrezeptorantagonisten ist
die Regulation von KRT3 (Hochregulation) und KRT12 (Herunterregulation) gegensatzlich. Die
hornhautspezifischen Keratine werden aufgrund der unterschiedlichen Reaktion auf Retinolderivate und

Retinoidrezeptorantagonisten durch unterschiedliche Mechanismen reguliert.

Aus bereits publizierten Daten wissen wir, dass die Retinoide die Genexpression der Keratine auf

komplexe Art beeinflussen, aber es ist auch bekannt, dass die RAR-/ RXR-Rezeptoren nicht an der
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Regulation aller Keratine beteiligt sind, da sich die Retinoid-Response-Elemente (RARES) nicht in den
Keratin-Promotorregionen aller Keratine befinden [49]. Kim et al haben in einer Studie gezeigt, dass
unter der Behandlung der Transkripte mit 108 bzw. 10°M RA die Genexpression von KRT12 (108 M
RA) erhoht und von KRT3 (10° M RA) herunterreguliert ist [23].

Da nur unter der Behandlung mit AGN signifikante Anderungen festgestellt werden konnten, ist es sehr
wahrscheinlich, dass diese Gene uber RARs reguliert werden. Auch hierbei wurden die klareren
Ergebnisse im 24-stindigen Zeitraum erzielt. Nach 48 h waren die Ergebnisse wegen der starker
werdenden Schwankungen der Expression zwischen den einzelnen biologischen Replikaten nicht mehr
signifikant, folgten aber dem Trend der 24 h-Werte.

Zusammenfassend lasst sich aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit erarbeiteten Ergebnisse sagen, dass
die mRNA-Expression von KRT3 und KRT12 unter Behandlung von Retinolderivaten und Pan-
Retinsaure-Rezeptor (RAR)-Antagonisten genau gegenséatzlich reguliert sein kénnten. Die Expression
der beiden korneaspezifischen Keratine KRT3 und KRT12 wird hdchstwahrscheinlich Uber die

Retinoide beeinflusst.

Die Arbeit unterstutzt vorherige Befunde, dass KRT3 und KRT12 zwar beide Differenzierungsmarker
sind, jedoch unterschiedlich auf die Behandlung mit Retinolderivaten (KRT3: Herunterregulation;
KRT12: Hochregulation) und Retinoidrezeptorantagonisten (KRT3: Hochregulation; KRT12:
Herunterregulation) reagieren. Daraus kann abgeleitet werden, dass beide zwar tber die Retinoide
reguliert werden, jedoch aber Uber unterschiedliche Mechanismen und eventuell auch tber verschiedene

Konzentrationsbereiche [4].

Sowohl DSG1 als auch KRT12 gehéren zu den kornealen Differenzierungsmarkern. Beide sind bei
Aniridie herunterreguliert. Jedoch weisen sie in der Behandlung mit Retinolderivaten (KRT12:
Hochregulation; DSG1: Herunterregulation) und Retinoidrezeptorantagonisten  (KRT12:
Herunterregulation; DSG1: Hochregulation) keine gleichen Regulationen, sondern gegenteilige Effekte
auf. Aus den in der Arbeit erzielten Ergebnissen l&sst sich somit ableiten, dass beide bei Aniridie
herunterregulierten Differenzierungsmarker vermutlich unterschiedliche Regulationsmechanismen
besitzen [26]. Der volistandige Verlust von der KRT12-Expression in Patienten I&sst sich durch die
Daten nicht erkldren. Es handelt sich hierbei evtl. um langfristige Verédnderungen auf epigenetischer

Ebene.
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Abbildung 20: Signifikante Genexpression von KRT3 unter der Behandlung mit Retinolderivaten [25]
und Retinoidrezeptorantagonisten
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Abbildung 21: Signifikante Genexpression von KRT12 unter der Behandlung mit Retinolderivaten [25]
und Retinoidrezeptorantagonisten

KRT19

KRT19 wird sowohl in Hornhaut- als auch in Limbusepithelzellen exprimiert. Es ist ein

konjunktivaspezifischer Marker [37].

In vorherigen Versuchen kam es durch die Behandlung mit Retinolderivaten (Retinol und Retinsdure)
zu einer merklichen Hochregulation des Markers [9]. Bei der Behandlung mit
Retinoidrezeptorantagonisten zeigte sich in dieser Studie die gegenteilige Regulation, eine signifikante
Herunterregulation bei der 24-stiindigen Behandlung mit AGN. Bei Aniridie ist die Expression von
KRT19 nicht verandert [27,28]. Die RA-Konzentration hat starken Einfluss auf das Expressionsniveau
der Keratine. Bei hohen RA-Konzentrationen ist beispielsweise die Expression von KRT19 erhéht. Laut
Doran et. al. sind diese Ergebnisse mit der Verdnderung der mRNA- und Proteinspiegel und der
Geschwindigkeit der Gentranskription verbunden [9]. Aufgrund einer Studie wurde gezeigt, dass die
Erh6hung der KRT19- mRNA durch RA nicht durch die erhéhte mRNA-Transkription entsteht, sondern
auf RA-vermittelten Mechanismen beruht, die die KRT19 Transkripte stabilisieren [9]. Die gegenteilige
Regulationsantwort bezliglich der Behandlung mit Retinolderivaten und Retinoidrezeptorantagonisten
ist ein Hinweis darauf, dass das Gen KRT19 tatsachlich mit hoher Wahrscheinlichkeit Gber RARSs
reguliert wird. Die Expression von KRT19 folgt nach der Behandlung demselben Trend wie KRT12

und ist gegenteilig zur Expressionsanderung von KRT3.
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Abbildung 22: Signifikante Genexpression von KRT19 unter der Behandlung mit Retinolderivaten [25]
und Retinoidrezeptorantagonisten

5.3 Interpretation der Genexpressionsergebnisse der RXR- und RAR-
abhangigen Marker
5.3.1 ADH7 und ALDH1A1

ADH7

Die Retinoldehydrogenase ADH7 katalysiert die reversible Oxidation von Retinol zu Retinaldehyd.
Diese beteiligt sich somit entscheidend am Retinolstoffwechsel [41].

Durch die Behandlung mit Retinoidrezeptorantagonisten (AGN und UVI) wurde die Genexpression von
ADH7 hochreguliert. Diese Hochregulation war sowohl bei AGN als auch bei UVI signifikant. Im
Gegensatz dazu ergab sich unter der Gabe von Retinolderivaten die gegenteilige Regulation, eine
Herunterregulation. Diese gegenteilige Reaktionskette war anhand der in dieser Arbeit aufgestellten
Arbeitshypothese auch zu erwarten. Bei Aniridie ist die Expression von ADH7 sowohl in den LEZ als
auch in der der Konjunktiva erniedrigt [27]. Aus diesen Ergebnissen l&sst sich schlussfolgern, dass
sowohl die RAR- als auch die RXR-Rezeptoren an der ADH7 Regulation beteiligt sein kdnnen. Die
Regulation von ADH7 kann keiner spezifischen Rezeptorgruppe zugeordnet werden. Die Regulation
durch Retinoide ist hier weniger eindeutig, als bei anderen untersuchten Transkripten (z.B. DSG1,
KRT3, KRT12, KRT19). Dies konnte damit erklart werden, dass die RARs und RXRs nicht nur
Homodimere mit sich selbst, sondern auch Heterodimere untereinander bilden kénnen. Somit sind die

erzielten Ergebnisse mit reinen RAR- bzw. RXR- Antagonisten nicht immer eindeutig interpretierbar.
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Abbildung 23: Signifikante Genexpression von ADH7 unter der Behandlung mit Retinolderivaten
[25] und Retinoidrezeptorantagonisten
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ALDH1A1
Retinaldehyd wird in einer weiteren irreversiblen Reaktion weiter zu RA oxidiert [51].

Die Retinoidrezeptorantagonisten des RAR- und RXR-Signalweges fiihrten zu keinerlei
Regulationséanderungen. Durch die Behandlung mit Retinolderivaten ergab sich eine
Herunterregulation. Bei Aniridie ist ALDH1AL nur in den LEZ herunterreguliert [27]. Vermutlich wird
dieses Gen uber andere Mechanismen als iber RAR- oder RXR-Signalwege gesteuert.

Zusammenhange zwischen den einzelnen Markern

Eine Studie zeigte, dass ADH7 und ALDH1A1 bei Herabsetzung von PAX6 in einem siRNA-basierten
Aniridie-Zellmodell signifikant herunterreguliert waren [27]. Der mMRNA-Spiegel von ADH7 war in den
Limbusepithelzellen von Aniridiepatienten ebenfalls reduziert [27]. Des Weiteren wurde in dieser
Studie gezeigt, dass ABCG2 negativ mit ADH7 Korreliert und ebenfalls die Hochregulierung von
ABCG2 nach einem PAX6-Knockdown mit einer Herunterregulierung von ADH7 verbunden ist [27].
Aus den beschriebenen Oxidationsschritten bei der RA-Synthese kénnte man spekulieren, dass die
beobachteten Expressionsdnderungen zu einem mangelhaften RA-Metabolismus fiihren. Dies scheint
aber nicht direkt der Fall zu sein. Die in vitro Daten deuten auf ein Uberangebot an RA oder eine
Veranderung der RAR/ RXR-Signalkaskaden hin. Dies lasst sich allerdings aus den Expressionswerten

von Patienten allein nicht abschlieBend klaren.

5.3.2 ABCG2

Die Regulation der ABCG2-Transkription l&sst sich nicht eindeutig einem Antagonisten zuordnen,
sodass nicht klar wird, durch welche Rezeptoren ABCG2 reguliert wird. Es kommt sowohl unter AGN
als auch unter UVI innerhalb von 24 h zu einer Herunterregulation von ABCG2. Diese ist nur bei UVI
24 h signifikant. Nach 48 h kommt es durch beide Retinoidrezeptorantagonisten zur Umkehrung der
Reaktion, zur Hochregulation. Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit kann nicht eindeutig definiert
werden, ob ABCG2 durch Retinoide oder direkt tiber PAX6 reguliert wird. Es ergibt sich sowohl bei
UVI, als auch unter AGN-Behandlung eine Veranderung der Genexpression. Da RARs und RXRs
untereinander Heterodimere bilden kénnen, sind die Ergebnisse nicht immer eindeutig interpretierbar

und die Regulation von ABCG2 kann keiner spezifischen Rezeptorgruppe zugeordnet werden.

Eine Studie belegt, dass ABCG2 durch die Aktivierung eines Nuklearhormonrezeptors PPARY
exprimiert wird [47]. Es wurde eine Enhancer Region des menschlichen ABCG2-Gens identifiziert, an
die das PPARY-RXR-Heterodimer bindet und die Transkription von ABCG2 direkt reguliert [47]. Mit
diesem Mechanismus kann eine Hochregulierung der ABCGS2-Expression durch die exogene oder
endogene Aktivierung von PPARY erreicht werden. ABCG2 kann durch ein PPARY- und RXR-
abhéngiges Enhancer Element im ABCG2 Gen aktiviert werden [47]. Durch den RXR-Antagonisten

kommt es, wie diese Arbeit zeigt, zu einer signifikanten Herunterregulation von ABCG2.
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5.3.3 ELOVLY, FABP5, PPARG, CRABP2

Die enzymatische Aktivitdt von ADH7 erstreckt sich sowohl auf Retinoide als auch auf mittelkettige
Fettsauren. Daher wurden im Rahmen einer Studie die deregulierten Transkripte im Fettstoffwechsel
Uberpruft. Teilweise sind diese auch mit der RA-Signalisierung verbunden [32,48]. FABP5 und PPARG
kénnen beide die RA- und die Fettsauresignalisierung beeinflussen. Der PPARG-Ligand fordert die
Expression von Genen, die an der Prasentation von Lipidantigenen und am Lipidstoffwechsel
malgeblich beteilig sind. ELOVL7 wirkt ebenfalls an der Regulation des Fettstoffwechsels mit [32,48].

ELOVLY

ELOVLY ist an der Herstellung von langkettigen gesattigten Fettsauren beteiligt. Die Expression dieser
Elongase wird durch Transkriptionsfaktoren gesteuert [36,43]. Bei der Behandlung mit Retinolderivaten
und Retinoidrezeptorantagonisten war die mRNA-Expression von ELOVL7 hochreguliert. Bei
Aniridiepatienten ist ELOVL7 sowohl in den LEZ, als auch in der Konjunktiva ebenfalls erhéht [27,28].

Aufgrund der durchgefiihrten Experimente ist anzunehmen, dass ELOVL7 RAR- und RXR-abhéngig
reguliert werden kann. Es ergibt sich sowohl fir AGN als auch fir UVI eine Expressionsanderung.
Somit besteht die Moglichkeit, dass dieses Gen uber Heterodimere reguliert wird. Es kann daher sein,
dass die im Patienten beobachteten Veranderungen von ELOVL7 durch Verdnderungen im
Retinoidstoffwechsel oder Retinoidsignalkaskaden hervorgerufen werden.

FABPS

Das intrazellulére lipidbindende Protein FABPS ist an der Aktivierung von PPARp/6 beteiligt. Es hat
nur eine geringe Affinitdt zu RA und liefert diese somit an PPARp/S [52]. Durch die Behandlung mit
Retinoidrezeptorantagonisten AGN und UVI konnte man eine Hochregulation von FABP5 erkennen.
Die Retinolderivate fuhrten keinerlei Expressionsédnderungen von FABP5 herbei. Bei Aniridie ist die
FABP5-Expression sowohl in den LEZ als auch in der Konjunktiva erniedrigt [27,28]. Die
Reaktionsanderung bei beiden Retinoidrezeptorantagonisten gibt Hinweise darauf, dass die Expression
von FABP5 sowohl RAR- als auch RXR-abhéangig reguliert wird. Hierbei besteht die Mdglichkeit, dass
sich Heterodimere aus RXR und RARs bilden und die Ergebnisse deshalb nicht eindeutig interpretierbar
sind. Allerdings konnten auch unspezifische Effekte zugrunde liegen, da die Antagonisten prinzipiell

weitreichend den Zellstoffwechsel beeinflussen konnten.
PPARG

Bei der Behandlung der LEZ mit dem Retinséure-Rezeptorantagonisten AGN lief sich eine signifikante
Hochregulation erkennen. Der Retinoid-X-Rezeptorantagonist UVI bewirkte einen leichten Trend zur
Herunterregulation, die nicht signifikant war. Bei Aniridie ist PPARG in den LEZ und der Konjunktiva
hochreguliert[27,28]. Durch die RA-Behandlung konnte kein Einfluss auf eine potenzielle Regulation
abgeleitet werden. Aus den gesammelten Erkenntnissen lasst sich schliel3en, dass PPARG ein RAR- und
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RXR-abhangiger Marker ist und unterschiedlich auf die beiden Rezeptoren anspricht. Zhu et al. haben
in einer Studie herausgefunden, dass UVI bei einer Konzentration von 1 uM den PPARG-Rezeptor
(NR1C3) aktiviert [60]. Wie oben bereits gezeigt, kdnnte man daraus schlielen, dass eine solche

Aktivierung zur einer Herunterregulation der mMRNA-Expression von PPARG fihrt [60].
CRABP2

Durch die Behandlung mit den Retinoid- oder Retinoid-X-Rezeptorantagonisten AGN und UVI kam es
zu einer vermehrten mRNA-Expression des Gens CRABP2. Durch die Zugabe von Retinolderivaten
ergab sich jedoch ein gegenteiliger Effekt, eine Herunterregulation. Bei Aniridiepatienten ist die
CRABP2 mRNA-Expression in den LEZ erniedrigt und in der Konjunktiva erhéht [27,28]. Das
beschriebene Expressionsmuster ist dem von KRT3 und DSG1 in den LEZ von Aniridiepatienten und
im siRNA-basierten Aniridiezellmodell ahnlich [27,28].

Da ADH7, FABP5 und PPARG Retinoide und Fettséduren binden kénnen, kann es bei einer gestérten
Verbindung dieser zu einer gegenseitigen Beeinflussung kommen [28]. Die Regulation von ELOVL?7,
FABP5 und PPARG, in Abhédngigkeit von RA und Retinoidrezeptorantagonisten, erfolgt wahrscheinlich
durch uns noch unbekannte Mechanismen. Diese Trankskriptionsdnderungen kénnen nicht auf einfache
Anderungen des RA-Metabolismusses zuriickgefiihrt werden, sondern hangen mit komplexeren

Anderungen in den Zellsignalwegen zusammen.

5.34 RDH10

RDH10 ist ein entscheidender Bestandteil der Retinsauresynthese. Es ist an der Oxidation von Retinol

zu Retinal beteiligt und bildet somit den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Synthese [26,39].

Unter der Behandlung von RDH10 mit Retinoidrezeptorantagonisten erfolgte eine Hochregulation der
RDH10 mRNA. Anhand der aufgestellten Arbeitshypothese wiirde man bei der Zugabe von
Retinolderivaten eine gegenteilige Reaktion erwarten. Jedoch wird RDH10 auch unter der Retinol- und
RA-Behandlung vermehrt exprimiert. Bei Aniridie ist RDH10 in der Konjunktiva hochreguliert [28], in
den LEZ von Aniridiepatienten ergibt sich keine Anderung der Genexpression [27]. Aus den Reaktionen
wird ersichtlich, dass es sich bei RDH10 um ein sowohl RAR- als auch RXR-abhéngiges Gen handeln
kénnte. Es kommt bei der Behandlung mit AGN und bei UVI in beiden Zeitraumen zu einem Trend in
der Hochregulation. Diese ist aber nur bei AGN signifikant, nicht bei UVI. Daraus kdnnte man
spekulieren, dass die Regulation mehr durch AGN als durch UV beeinflusst wird und daher eher RAR-
abhéngig geschieht. Allerdings gibt es fiir die nicht gegenteilige Regulation noch keine genauen

Erkl&rungen, da die Ergebnisse sich keiner derzeit sinnvollen Arbeitshypothese zuordnen lassen.

5.3.5 SPINKY7

Durch die Gabe von Retinoidrezeptorantagonisten ergab sich sowohl fir AGN als auch fur UVI in
beiden gewéhlten Zeitrdumen (24 h und 48 h) ein nicht signifikanter Trend zur Hochregulation. Bei der
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Behandlung mit Retinolderivaten (Retinol und Retinséure) stellte sich in vorherigen Versuchen eine

Herunterregulation ein [25].

Der Serinprotease-Inhibitor SPINK7 kénnte laut einer Studie PAX6-abhangig reguliert sein, da sie bei
Aniridiepatienten in LEZ herunterreguliert ist [27].

Da die Ergebnisse fir SPINK7 nicht signifikant sind, bleibt weiterhin unklar, wie SPINK7 durch die
Behandlung mit Retinol und RA beeinflusst wird. Die Regulation von SPINK7 durch RAR lie sich

nicht eindeutig nachweisen. Ein Zusammenhang einer Beeinflussung durch Retinoide kann aber auch
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nicht ausgeschlossen werden.

Abbildung 24: Signifikante Genexpression von SPINK?7 unter der Behandlung mit Retinolderivaten
[25] und Retinoidrezeptorantagonisten

5.4 Interpretation der Genexpressionsergebnisse der RXR- und RAR-
unabhangigen Marker
5.4.1 PAX6

PAX6 spielt eine entscheidende Rolle bei der Augenentwicklung und ist an einer Reihe von
Augenpathophysiologien beteiligt [27,31]. Auf mRNA-Ebene war kein signifikanter Einfluss von AGN-
oder UVI-Behandlung auf die PAX6-mRNA-Expression zu erkennen.

Durch RA wurde die PAX6-mRNA signifikant herunterreguliert. Aus den vorliegenden Ergebnissen
lasst sich schlielen, dass PAX6 nicht retinolabhéngig ist, sondern auf eine andere Art und Weise
reguliert wird. Zukdinftig sollte der Einfluss von AGN und UVI auf Proteinebene untersucht werden, um

eine eventuelle Beeinflussung ganzlich ausschlieBen zu kénnen.
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5.5 Schlussfolgerung

Die Arbeitshypothese, dass bei der Behandlung von LEZ mit Pan-Rezeptorantagonisten gegen RAR,
sowie RXR ersichtlich werden kénnte, ob die gemessenenen Transkriptanderungen tatsachlich durch
RARs, oder RXRs vermittelt werden, kann aufgrund der erzielten Ergebnisse nicht vollstandig bestéatigt
werden. Es konnte gezeigt werden, dass DSG1 und die Keratine auch (ber den veranderten
Retinolstoffwechsel, statt direkt Gber PAX6, beeinflusst werden kdnnen. Es ware folglich also méglich,

dass PAX6 nur indirekt fiir die Veranderungen auf Zellebene verantwortlich ist.

Die Interpretation der Ergebnisse gestaltet sich teilweise schwierig, da die behandelten LEZ eine
unterschiedliche Regulation als Antwort auf die UVI- oder AGN-Behandlung aufweisen. Es besteht
auch die Maoglichkeit, dass sich die Hoch- bzw. Herunterregulation der einzelnen Gene nur auf die
Signalwege von UVI oder AGN beschréankt, da es sich bei manchen Transkripten um RAR- oder RXR-
abh&ngige Marker handelt. Nicht bei allen Genen ist solch eine eindeutige Einteilung nach RAR- und
RXR-Abhéangigkeit bzw. der Zuordnung zu einer spezifischen Rezeptorgruppe mdglich, da auch
Transkripte existieren, die durch beide Signalwege reguliert werden kénnten (z.B. ADH7, SPINK?7,
usw.). Die RARs und RXRs sind in der Lage untereinander Heterodimere zu bilden, wodurch die
Interpretation der Ergebnisse nicht immer eindeutig maéglich ist. Es konnte ebenfalls festgestellt werden,
dass es aus den untersuchten Transkripten keines gibt, was ausschlieBlich RXR-abhangig ist. RXR bildet

mit RAR Heterodimere, allerdings keine Homodimere mit sich selbst.

Transkript Behandlung mit Behandlung mit Aniridie
Retinol und Retinoidrezeptroantagonisten | (PAX6) LEZ/
Retinsaure [25] (RXR-/RAR-Antagonisten) Konjunktiva
[25]
DSG1 v A N
KRT3 \” A \”
KRT12 A v v
KRT19 A \”
ADH?7 v A v
SPINK?7 v A N2
CRABP2 v A AV

Tabelle 14: Zusammenfassung der signifikanten Genexpressionen unter der Behandlung mit
Retinolderivaten und Retinoidrezeptorantagonisten

Grenzen und Limitationen der Experimente und Methoden

Im Nachhinein wurden einige Grenzen bzw. Limitationen der durchgefilhrten Experimente sichtbar.
Wie oben bereits erwéhnt, kam es bei der 48-stiindigen Behandlung zu einer hohen Varianz. Toxische
Effekte konnen dabei ausgeschlossen werden, da die Toxizitdt im Rahmen der durchgefiihrten

Experimente untersucht wurde.

Fir alle Experimente wurden GUSB und TBP als Referenzgene eingesetzt. Diese sollten bei den
Behandlungen keine Expressionsédnderungen zeigen, da sie zur Normalisierung jedes Zielgens
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verwendet wurden. Allerdings ergaben sich bei der 48-stiindigen Behandlung sowohl bei AGN als auch
bei UVI unvorhergesehene Schwankungen in der Expression von GUSB und TBP. Somit finden diese
Ergebnisse nur eine eingeschrankte Verwendung, da die Referenzgene durch die Behandlung nicht
beeinflusst werden sollten. Die Varianz in der Expression von GUSB und TBP flihrte zusatzlich zu einer
breiteren Streuung aller Ergebnisse, sodass diese aufgrund der hohen Varianzen kaum noch signifikante
Anderungen zeigten. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde die Behandlung mit UVI und AGN mit
zwei unterschiedlichen Inkubationszeitrdumen durchgefiihrt. Dafur wurde noch ein nachtréglich
kirzerer Beobachtungszeitraum (24 h) durchgefiihrt. Dies ermdglichte eine zusatzliche Datengrundlage
zur Interpretation der Ergebnisse. Bei der 48 h Inkubation war die Interpretation eingeschrankt, da die
zufallige Streuung der Expressionswerte die Effekte der Antagonisten eventuell tiberlagerte und somit

weniger signifikante Ergebnisse erzielt wurden, obwohl der Trend der Regulation meist erhalten blieb.

Eine weitere Limitation ergab sich in der Anzahl der getesteten Konzentrationen und Zeitrdume. Es
ware wunschenswert, noch mehr Zeitspannen und Konzentrationen in engeren Abstanden zu testen.
Somit konnten genauere Zusammenhange und Abhangigkeiten erkannt werden und dadurch zu einer

besseren und genaueren Interpretation fuhren.

Die Experimente wurden mit Zellkulturen von Primarzellen (LEZ) aus Hornhautspenden der LIONS

Hornhautbank durchgeftihrt. Die Anzahl der LEZ stellte hierbei einen weiteren Limitationspunkt dar.

Ausblick auf zukiinftige Projekte/ offene Fragestellungen

Die durchgefiihrten Experimente und die daraus resultierenden Ergebnisse haben weitere
Fragestellungen fiir zukinftige Projekte und auch Verbesserungspotenzial offengelegt. Zum einem
kénnte man weiter erforschen, ob die Retinoidrezeptorantagonisten AGN 193109 und UVI 3003 teils
die Effekte der siRNA-Behandlung von PAX6 aufheben kdnnen. Desweiteren kénnte man zusatzlich zu
den Retinoidrezeptorantagonisten weitere Verfahren testen, um die Aktivitdt von RAR und RXR zu
untersuchen und diese Ergebnisse miteinander vergleichen. Hierbei wéren, sofern sich diese in

Primarzellen einbringen lassen, Reporter Assays geeignet.

Aufgrund der oben genannten limitierenden Faktoren wurden nur zwei Inkubationszeitradume und auch
nur zwei unterschiedliche Konzentrationen der Retinoidrezeptorantagonisten untersucht. Es waére
allerdings winschenswert, dies noch weiter auszubauen. Somit koénnte man testen, welche
Konzentrationen und Inkubationszeitrdume schwache bzw. starke Effekte auf die Genexpression der
Transkripte von LEZ bewirken. Des Weiteren ware es auch moglich mit den daraus erzeugten Proben
Western Blot Experimente durchzufiihren, um nicht nur die Genexpression, sondern auch die
Proteinexpression der Transkripte zu vergleichen. Wenn man mehr Zeitintervalle und Western Blot
Experimente von PAX6 durchfihrt, kdnnte das eventuell auch sicherstellen, dass der Einfluss der
Behandlung auf das Proteinlevel von PAX6 nicht gegeben ist, wie es sich in ersten Experimenten

abzuzeichnen schien.
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In Zukunft misste auch genauer untersucht werden, ob die Behandlung mit RAR-Rezeptorantagonisten
nicht einen Einfluss auf die PAX6 Protein Dosis oder Lokalisation hat. Allerdings wurde in der Arbeit
auch durch die oben genannten Ergebnisse gezeigt, dass diese signifikante Hochregulation
hauptsachlich nur flr die 24-stiindige Behandlung mit AGN anzunehmen ist. Nach 48 h Inkubation
waren die Werte tendenziell hochreguliert, allerdings nicht mehr signifikant. Die Regulation kdnnte
folglich auch in einem kurzen Zeitfenster erfolgen und kdnnte dichteabhéngig und nicht mehr in allen

Kulturen beobachtbar sein.
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