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Il Abkilrzungen

Abkurzung Begriff

Abb. Abbildung

AMD Altersbedingte Makuladegeneration

TUBB3 Beta-IlI-Tubulin

BPZ Bipolarzellen

BSA Bovines Serum Albumin

BL Blaulicht

BDNF Brain-derived neurotrophic factor / vom
Gehirn stammender neurotropher Faktor

CNTF Ciliary neurotrophic factor / ziliarer neuro-
tropher Faktor

GFAP Glial fibrillary acidic protein / Saures
Gliafaserprotein

GABA Gamma-Aminobuttersaure

HBSS Hanksdé Bal anc e/Hangsa l
balancierte Salzlésung

h Hours / Stunden

HSP70 Heat-Shock Protein 70/Hitzeschock-
Protein 70

IL-1b/IL-1 b Interleukin 1 beta

iNos Inducible Nitric oxide synthase /
Induzierbare Stickstoffmonoxid Synthase

min Minuten

MZ Mullerzellen

PBS Phosphate Buffered Saline / Phosphat
gepufferte Salzlésung

ROS Reaktive Sauerstoffspezies

gRT-PCR Real-Time Quantitative Reverse
Transcription PCR

RGZ Retinale Ganglienzellen

RM Retina-Medium

RPE Retinales Pigmentepithel

RP Retinitis pigmentosa

IX




RT Raumtemperatur

SOD Superoxiddismutase

TNFU Tumornekrosefaktor alpha

Tr aB Tropomyosin-Rezeptorkinase B

VEGF Vascular endothelial growth factor /
vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor

vgl. Vergleich

VS. versus

wWB Western Blot

ZNS Zentrales Nervensystem

Tabelle 1: Ubersicht verwendeter Abkiirzungen




Einleitung

1 Einleitung

Das Auge ist eines der zentralen Sinnesorgane des Menschen und ermdéglicht
das Sehen. Essenziell fir die Sinneswahrnehmung ist hierbei die Retina. Sie ist
ein Teil des Gehirns und verantwortlich fir die Wahrnehmung von Licht und
Umwandlung der Reize in Signale, die in der Sehrinde zu einem Seheindruck
verarbeitet werden konnen [1]. Hierfur ist die Interaktion einer Vielzahl an
verschiedenen Zellen fein reguliert. Dieses Zellgeflecht ist hoch empfindlich fur
pathologische Noxen, wie mechanischer oder oxidativer Stress. Werden Zellen
der Retina geschadigt gehen sie in Apoptose und es kommt zur
Neurodegeneration [2]. Dieser Prozess geht fur betroffene Patient*innen meist
aufgrund der progredienten Visusminderung mit einem hohen Leidensdruck
einher [3, 4]. Erkrankungen, deren Pathogenese auf retinaler
Neurodegeneration durch oxidativen Stress beruht, sind beispielsweise die
Retinitis pigmentosa (RP) und die altersbedingte Makuladegeneration (AMD)
[5, 6]. Bisher ist keine der Erkrankungen kurativ behandelbar, weil ursachliche
genetische Veradnderungen und die pathogenetischen Prozesse sehr vielseitig
sind [7]. Aufgrund dessen wird intensiv daran geforscht die Neurodegeneration
als therapeutischen Ansatzpunkt nutzbar zu machen, um den Prozess des
Zellsterbens dieser Erkrankungen zu verlangsamen oder aufzuhalten. Diesen
neuroprotektiven Therapieansatz verfolgt auch diese Doktorarbeit mittels eines
T r HBPtamers. Dieses Aptamer wurde hinsichtlich  Wirkung und

neuroprotektiver Potenz in der porcinen Retina untersucht.

1.1 Das menschliche Auge

Das Auge, als eines der wichtigsten Sinnesorgane des Menschen, lasst sich
grob in zwei Abschnitte, den vorderen und hinteren Augenabschnitt, unterteilen.
Der vordere Augenabschnitt umfasst Strukturen wie die Hornhaut (Cornea),
Bindehaut (Konjunktiva), Lederhaut (Sclera), vordere Augenkammer, Iris und
Linse. Zum hinteren Augenabschnitt gehdren unter anderem Strukturen wie die
Aderhaut (Choroidea) und die Retina mit dem Punkt des schérfsten Sehens
(Makula) und dem Austritt des Sehnervs (Papilla nervi optici) (Abb. 1) [8, 9]. Die
1
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Retina besteht aus vielen verschiedenen Zellen. Hierzu zahlen unter anderem
die drei Neuronenpopulationen, die eng miteinander verwoben sind und standig
interagieren. Die ersten Neurone im Sehvorgang sind die lichtempfindlichen
Photorezeptoren, unterteilbar in Zapfen (Farbsehen) und Stdbchen (Hell-
Dunkel-Sehen). Darauf folgen die Bipolarzellen (BPZ) und als letztes die
Ganglienzellen (RGZ), welche mit ihren Axonen den Nervus opticus (Sehnerv)
bilden und die Reize an das Gehirn weiterleiten. Weitere Zelltypen, die wichtig
fur die Verschaltung in der Retina und die Entstehung eines Seheindrucks sind
die Amakrinzellen, Horizontalzellen und Gliazellen. Eine wichtige Untergruppe
der Gliazellen sind die Miillerzellen (MZ), da sie als retinale Gliazellen als
optische Leitfasern fur einfallendes Licht dienen [71]. Zudem sind sie essentiell
fur die Homdostase der Retina und versorgen Neurone mit Nahrstoffen [72]. Sie
sind damit essenziell fur die Funktionsfahigkeit der Retina (Abb. 2). In
Voruntersuchungen um Fietz et al. konnte bereits gezeigt werden, dass MZ auf
Blaulicht (BL) Bestrahlung mit Apoptose reagieren [64]. Zudem spielen sie eine
zentrale Rolle bei retinalem Zellstress und Neurodegeneration. Inwiefern MZ
zur Pathogenese von Erkrankungen wie der AMD beitragen ist noch nicht
hinreichend geklart. Jedoch konnte eine Aktivierung der Zellen bei der AMD
festgestellt werden. MZ Ubernehmen Recycling-Funktionen in der Netzhaut und
sind somit zustandig fiir die Versorgung und das Uberleben insbesondere der
Zapfen in der Netzhaut [73]. lIhre Dichte ist in der Nahe des von der AMD
betroffenen zentralen (fovealen) Netzhautanteils deutlich hdher, als in den
weniger betroffenen peripheren Bereichen der Retina [74]. Wenn in der
Netzhaut Stress entsteht, so werden MZ aktiviert und sie reagieren mittels
Induktion der GFAP-Expression darauf, welche messbar ist [75]. Diese
Tatsachen deuten darauf hin, dass diese Zellpopulation wichtig fur das
genauere Verstandnis neurodegenerativer Erkrankungen, wie der AMD und RP,
ist. In dieser Forschungsarbeit spielt vor allem der hintere Augenabschnitt mit
der Retina eine wichtige Rolle. Erkrankungen dieses Augenabschnitts und
insbesondere der Retina und Makula, wie die AMD und RP, sind wichtige
Krankheitsbilder der Augenheilkunde, da sie das Sehen stark beeintrachtigen

konnen und einen hohen Leidensdruck fur Patient*innen bedeuten [3, 12].

2
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Hinterer Augenabschnitt

Makula Papilla nervi optici

Abbildung 1: Hinterer Augenabschnitt

Abgebildet ist der hintere Augenabschnitt mit dem Austritt des Sehnervs (Papilla nervi optici)
und dem Ort des schérfsten Sehens (Makula).

Erstellt mit BioRender.com
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Abbildung 2: Aufbau der Retina

Dargestellt ist der schematische Querschnitt der Retina mit den verschiedenen Schichten und
Zellen der Netzhaut, wie retinalen Pigmentepithelzellen (RPE), Photorezeptoren (Stabchen und
Zapfen), Bipolarzellen, Horizontalzellen, Amakrinzellen, Gliazellen (Mullerzelle, Astrozyten,
Mikroglia) und Ganglienzellen (RGZ). Letztere bilden mit ihren Axonen den Sehnerv.

Erstellt mit BioRender.com
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1.2 Retinitis pigmentosa

Die RP ist eine Erkrankung der Retina, die durch verschiedene genetische
Mutationen hervorgerufen werden kann. Bisher sind Uber 100 ursachliche
Mutationen in rund 70 Genen bekannt [13]. Diese Mutationen betreffen vor
allem das RPE und die Stabchen. Letztere degenerieren im Krankheitsverlauf
als erste [3, 14]. Sie sind fur das Hell-Dunkel-Sehen verantwortlich, weshalb
Patient*innen zu Beginn meist Nachtblindheit als Symptom erleben. Im weiteren
Verlauf gehen auch die fir das Farbsehen verantwortlichen Zapfen zugrunde.
Auf die Nachtblindheit folgen somit Gesichtsfeldeinengungen, gestortes
Farb- und Kontrastsehen und oft Erblindung im Endstadium der Erkrankung [15,
16]. Hypothesen zur Pathogenese der RP stiitzen sich unter anderem auf die
Annahme, dass oxidativer Stress eine Ursache fir die Degeneration retinaler
Zellen ist. Durch das primare Absterben der Stabchen geht der
Hauptverbraucher des Sauerstoffs in der Retina verloren. Der Uberschissige
Sauerstoff wird in der Folge von den Zapfen mittels der NADPH-Oxidase in
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) umgewandelt. Systeme zur Beseitigung der
ROS, wie die Superoxid-Dismutase (SOD), sind Uberfordert. ROS akkumulieren
und es entsteht oxidativer Stress in der Retina. Dieser fuhrt zur Zellschadigung
mit Neurodegeneration [17] (Abb. 3). Bis heute ist die Erkrankung weder

hinreichend therapierbar, noch heilbar [18].

Retinitis pigmentos Pathogenese

g Stabchen- > i fissi NADPH- > reaktive SoD oxidativer Stress
Genetische iiberschiissiger : .

: Untergang Oxidase Sauerstoffspezies || jiperfordert v
Mutation Sauerstoff (ROS) NIRTEin eneTaion

Abbildung 3: Pathogenese der Retinitis pigmentosa

Genetische Mutationen bedingen ein Stédbchen-Sterben. Als Hauptverbraucher von Sauerstoff
in der Retina entsteht somit ein Sauerstoffiiberschuss. Dieser uUberschiissige Sauerstoff wird
mittels der NADPH-Oxidase in reaktive Sauerstoffspezies (ROS) umgewandelt. Die Superoxid-
Dismutase (SOD), die diese ROS normalerweise abbaut reicht nicht aus, um alle ROS zu
beseitigen, wodurch oxidativer Stress in der Retina entsteht. Dieser oxidative Stress bedingt in
der Folge weitere retinale Neurodegeneration.

Erstellt mit BioRender.com
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1.3 Altersbedingte Makuladegeneration

In der heutigen Forschung hat die AMD als neurodegenerative Erkrankung eine
hohe Relevanz, weil sie die haufigste Ursache fir Seheinschréankungen in
hoéherem Alter in Industriestaaten ist und noch keine kurative Therapie existiert
[4, 18]. Bei dieser Erkrankung spielt, wie bei der RP, oxidativer Stress eine
wichtige Rolle in der Pathogenese [19]. Ursachlich ist eine Stoffwechselstorung
der Photorezeptoren. Durch Modifikation retinaler Proteine kommt es zu
Ablagerungen von Stoffwechselprodukten (Drusen) zwischen RPE-Zellen und
der Bruchmembran im Bereich der Makula (siehe Abb. 2). Die Erkrankung
beeintrachtigt dadurch vor allem das zentrale Sehen [20]. Das abgelagerte
Sekret fuhrt zudem zu einer Aktivierung des Immunsystems mit entzindlicher
Reaktion und Komplementaktivierung [21]. Diese Entzindung bedingt eine
Degeneration der RPE-Zellen. Im Krankheitsverlauf folgt dann das Absterben
der Photorezeptoren aufgrund des Funktionsverlusts des RPE, wodurch der
Visus der Patient*innen massiv eingeschrankt wird [22, 23].

Grundsatzlich kbnnen zwei Formen der AMD, die nicht-exsudative (trockene)
Form und eine exsudative (feuchte) AMD, unterschieden werden. Bei letzterer
kommt es zusatzlich zu der Drusenablagerung, zu einer retinalen
Neovaskularisation ausgeldst durch chronische Hypoxie. Die Hypoxie induziert
die Ausschittung von Wachstumsfaktoren, wie Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF), wodurch es zur Neubildung von Gefalien kommt. Diese neuen
Gefalle sind allerdings dysfunktional und fiihren zu retinalen Blutungen und
damit einhergehendem massiven Visuseinschrankungen durch Neuro-
degeneration. Aktuell vorhandene Therapeutika fur die exsudative AMD, wie
VEGF-Inhibitoren, koénnen den Krankheitsverlauf durch Hemmung der
Neovaskularisation, nur verlangsamen. Somit spielt Neuroprotektion bei der
Suche nach neuen Therapien der AMD, wie bei der RP, eine wichtige Rolle.
Insbesondere flr die exsudative AMD, mit ausgepragter Neurodegeneration, ist
die Suche nach einem neuroprotektiven Therapieansatz somit von hoher

Relevanz [24].
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1.4 BDNF und Tr aB

Der Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) ist ein neuroprotektiver Faktor,
welcher im Zentralen Nervensystem (ZNS) weit verbreitet ist. Er fordert
einerseits die Differenzierung von Neuronen und andererseits, wenn
pathologische Reize auf Zellen einwirken, Neuroprotektion und somit das
Uberleben gestresster Zellen [25]. Bekannt ist dieser Faktor bisher vor allem
aus der Forschung an neurodegenerativen und psychiatrischen Erkrankungen
des Gehirns, wie Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson und Depression. Hier
wird vermutet, dass ein Mangel an BDNF zum Neuronensterben fuhrt. BDNF ist
aufgrund dessen bei diesen Erkrankungen in der Theorie sowohl ursachlich als

auch therapeutisch nutzbar [26].

1.4.1Tr HaB neuroprotektive Zielstruktur

Der Effekt von BDNF auf Neurone wird auf zellularer Ebene mittels des BDNF-
Rezeptors Tropomyosin Rezeptor Kinase B (T r huBermittelt. T r Hi ein
membranstandiger Rezeptor, der nicht nur im Gehirn, sondern auch in der
Retina von vielen Zellarten, wie RGZ, RPE, MZ, Amakrin- und Horizontalzellen
exprimiert wird [27]. Nach Bindung des Liganden BDNF an den Rezeptor kommt
es zur Dimerisierung und Autophosphorylierung der intrazellular gelegenen
Doméanen. Es werden verschiedene Signalkaskaden ausgelost, die zur
Aktivierung von Genen fur Zellwachstum, Zelldifferenzierung und neuronales
Uberleben wichtig sind. Zu den wichtigsten Signalwegen zahlen die Aktivierung
der Kinasen Akt, Erk und Phospholipase C (PLC) (Abb. 4) [28, 29]. Nach der
Aktivierung von T r HiBrch BDNF kann es zur Internalisierung des Rezeptors
kommen [30, 31].
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BDNFog
TrkB

PLC Shc
PKC IP; Ras PI3K
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neuronal
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Transkription

Abbildung 4: T r H#8gnalwegaktivierung durch BDNF-Bindung

BDNF ist Ligand des T r HBBzeptors und aktiviert verschiedene Kaskaden. Uber verschiedene
Signalwege (PLC, Akt, Erk) kommt es zur Férderung von Wachstum, Uberleben und
Differenzierung von Zellen.

BDNF=Brain derived neurotrophic factor; PLC=Phospholipase C, SHC= Src homology
2 domain containing protein; PKC=Proteinkinase, IP3= Inositol trisphosphate; PI3K=
Phosphoinositide 3-kinases; CAMKs= calmodulin-dependent protein kinase, Erk= extracellular
signal-regulated kinases, Akt=PKB=Proteinkinase B; CREB= cyclic amp-response element
binding protein.

Erstellt mit BioRender.com

1.4.2 BDNF als T r HuBgand

BDNF ist neben Neurotrophin 3 und Neurotrophin 4 einer der natirlichen
Liganden des Rezeptors T r HuBd bewirkt als voller Agonist eine maximale
Aktivierung der Signalkaskaden. In Versuchen an Mausen konnte die
neuroprotektive Wirkung von BDNF an T r HiB der Retina bereits gezeigt
werden [32].

Fehlregulationen dieses BDNF-T r F8Rynalwegs wurden bisher vor allem im
Rahmen psychiatrischer und neurologischer Erkrankungen, wie Depression [33]
und Morbus Parkinson [34] untersucht. Hier erwies sich der Wachstumsfaktor
als wichtiger Mediator fur die Neuroprotektion im ZNS [35], da BDNF beispiels-
weise oxidativen Stress durch Steigerung der SOD-Level reduzieren konnte

[36, 37]. Jedoch war der BDNF-T r FBRjnalweg auch im Rahmen der
7
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pathophysiologischen Forschung an neurodegenerativen Erkrankungen des
Auges, wie beispielsweise dem Glaukom [38], bereits Teil von Untersuchungen.
In einem Forschungsprojekt um Weber et al. wurde BDNF als potenzielles
neuroprotektives Therapeutikum an Katzen getestet, deren optischer Nerv ein
stumpfes Trauma erfahren hatte. Sowohl die einmalige Injektion von BDNF
intravitreal als auch die kontinuierliche Applikation des Wachstumsfaktors Uber
zwei Wochen wirkte sich neuroprotektiv auf die RGZ aus. Die BDNF-
Langzeittherapie erwies sich jedoch auch als problematisch, da bereits nach
vier Wochen der neuroprotektive Effekt nicht mehr nachweisbar war und sich in
anderen Langezeitversuchen mit BDNF-Gentherapien an der Retina
Veranderungen in der Ganglienzellschicht mit Einschrankungen in der
Funktionalitat zeigten [39]. Des Weiteren ist bekannt, dass BDNF auch die
GABA-erge Transmission im Gehirn beeinflusst und somit nicht ausschlief3lich
Uber T r Ha®ndern auch lUber andere Rezeptoren wirken kann [29].

Ansatze BDNF als Therapeutikum fur neurodegenerative zentrale Prozesse,
wie Alzheimer oder Morbus Parkinson, einzusetzen haben des Weiteren
gezeigt, dass die exogene Zugabe des neurotrophen Faktors durch die
Hyperaktivierung des Rezeptors T r Huhd zuséatzliche Beeinflussung der
GABA-ergen Transmission neurotoxisch wirken kann [40, 41]. Dies war in
Versuchen an einem Alzheimer-Mausmodell von Huang et al. nachweisbar.
Durch exogene Zugabe von BDNF wurde neuropathischer Schmerz als
unerwtinschte Nebenwirkung induziert [42, 43].

Nicht zu vernachlassigen ist zudem die sehr kurze Halbwertszeit von BDNF
(kleiner als 5 min) [44], welche den medikamentdsen Einsatz erschwert. Die
genannten Eigenschaften machen BDNF zu einer problematischen
therapeutischen Option fir Neurodegeneration, weshalb in dieser Doktorarbeit

ein alternativer Ansatz zu BDNF getestet wurde.
1.4.3 Aptamere als Therapeutika

In dieser Doktorarbeit wurde ein T r HaBtamer, publiziert von Huang et al., als
maogliche Alternative zu BDNF getestet. Aptamere sind RNA- oder DNA-
Oligonukleotide, die synthetisch mittels des systematic evolution of ligands by
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exponential enrichment (SELEX) Verfahren entwickelt und anschlielender PCR
vervielfaltigt werden. Sie sind hochspezifisch fur ausgewahlte Zielstrukturen,
wie beispielsweise Rezeptoren [45-47] und weisen antikdrperahnliche Eigen-
schaften, wie eine hohe und sehr spezifische Affinitat fur einen Rezeptor und
die Aktivierung von Signalwegen, auf. Im Vergleich zu Antikérpern haben sie
den Vorteil, dass sie nicht immunogen wirken und damit potenziell weniger
Nebenwirkungen verursachen [48].

Aptamere finden sich bereits in verschiedenen Feldern der Medizin, auch in der
Augenheilkunde, als etablierte Medikamente. Beispielsweise flir die Therapie
von diabetischer Retinopathie und AMD wurde ein VEGF-Aptamer (Pegaptanib)
entwickelt, um die pathologische Angiogenese zu hemmen [49]. Das Aptamer
konnte sich jedoch gegenuber alternativen Therapeutika, wie die VEGF-
Antikdrper Ranibizumab oder Bevacizumab, nicht als Uberlegen erweisen.
Deshalb wurde Pegabtanib in Deutschland vom Markt genommen [50-52].

Das in dieser Arbeit hauptsachlich getestete Aptamer von Huang et al. ist ein
RNA-Aptamer, welches mit hoher Affinitat an den T r FBBzeptor bindet. Die
Bindung am Rezeptor induziert eine Aktivierung der Signalwege, die
wachstumssteigernd und neuroprotektiv  wirken. Ein  Vorteil dieses
neuroprotektiven Therapieansatzes ist, dass er unabhangig von den Ursachen
und genetischen Mutationen neurodegenerativer Erkrankungen wie AMD und
RP angewendet werden kann. Dies ist vor allem deshalb von Bedeutung, da
diese Erkrankungen eine Vielzahl an verschiedenen Mutationen und
pathogenetischer Ursachen aufweisen. Viele dieser zugrundeliegenden
genetischen Faktoren sind zudem noch nicht bekannt [18, 53].

Das T r HBPBtamer ist im Vergleich zum nattrlichen T r Huanden BDNF nur
ein partieller Agonist am Rezeptor und bietet in der Theorie somit den Vorteil
weniger neurotoxisch zu wirken und BDNF als Therapeutikum potenziell
Uberlegen zu sein [43]. In Vorarbeiten zur Wirkung des T r HBBtamers konnte
bereits nachgewiesen werden, dass das Aptamer eine T r FBRtivierung
erzeugen kann, welche mit der Wirkung des endogenen Liganden des
Rezeptors, BDNF, vergleichbar ist. Das T r HBPBtamer, ist somit ein alternativer

neuroprotektiver Ansatz als Therapeutikum in der Retina [43, 54].
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

In der Augenheilkunde sind neurodegenerative Erkrankungen von hoher
Relevanz. Sie gehen mit einer progredienten Visusminderung einher, welche fur
betroffene Patient*innen durch massive Einschrankungen des Sehvermdégens
sehr belastend sind [3, 4]. Bisher existieren fir fuhrende neurodegenerative
Erkrankungen, wie AMD und RP, nur symptomatische Therapieansatze.
Deshalb ist die Forschung bezlglich neuroprotektiver Therapieansatze fur
neurodegenerative Erkrankungen des Auges wichtig und grundlegende
Intention dieser Arbeit [7, 18]. Ein Ansatz fur therapeutische Neuroprotektion
stutzt sich auf den im ZNS und Auge exprimierten Rezeptor T r HuBd dessen
Signalwege. Wie bereits erlautert fihrt die Aktivierung des Rezeptors durch
endogene Liganden, wie den Wachstumsfaktor BDNF, zu Zelldifferenzierung,
Zellwachstum und Neuroprotektion. In der Theorie stellt der T r HRzeptor
somit einen vielversprechenden neuroprotektiven Ansatzpunkt in der Netzhaut
dar. Diese Doktorarbeit konzentrierte sich auf einen synthetischen Liganden

des Rezeptors, ein T r HiBtamer [43].

Ziel dieser Arbeit war es die Wirkung und Nebenwirkungen des T r HABtamers
in der Retina zu untersuchen, um herauszufinden, ob und in welcher
Konzentration das Aptamer von den retinalen Zellen gut vertragen wird und ob
es toxische Nebeneffekte ausldst. Die potenziellen neuroprotektiven Effekte des
Aptamers wurden am Ende dieser Arbeit in einem BL-Stressmodell Uberpruft.
Der mittels BL induzierte oxidative Stress wurde als Modell far

neurodegenerative Erkrankungen wie AMD und RP genutzt werden [55].

Die Ergebnisse dieser Arbeit dienen als ex vivo Vorarbeit fur weiterfihrende
Experimente das T r HBBtamer als neuroprotektives Therapeutikum far

neurodegenerative Erkrankungen des Auges, wie AMD und RP, einzusetzen.
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2 Material und Methoden

2.1 Verbrauchsmaterialien

Materialname

Firma (Sitz), Katalognummer

BDNF human

Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri
USA), B3795-10UG

Neurobasal-A-Medium

Gibco (Thermo Fisher; Waltham,
Massachusetts, USA), 10888022

Thin Certs 12 well plate

Greiner Bio One (Kremsmiinster, Os-
terreich), 665641

B27 custom

Gibco (Thermo Fisher; Waltham,
Massachusetts, USA), 0080085SA

N-2 supplement

Gibco (Thermo Fisher; Waltham,
Massachusetts, USA), 17502-048

CNTF human Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri
USA), 116342

DNAse Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri
USA), 98545

Papain Thermo Fisher (Waltham, Massachu-

setts, USA), 116378

Nitrocellulosemembran

Amersham (Amersham, UK), 74252

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

AppliChem (Darmstadt, Deutschland),
A3942,1000

Gentamycin Gibco (Thermo Fisher; Waltham,
Massachusetts, USA), #94593

HBSS Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland),
98524

FBS Gibco (Thermo Fisher; Waltham,

Massachusetts, USA), 98556

Dulbecco's Modified Eagle’s Medium
(D-MEM) Low Glucose Without L-

Glutamin

PAA (Pasching, Osterreich), E15-005

11




Material und Methoden

Penicillin/Streptomycin

PAA (Pasching, Osterreich), P11-010

Dulbecco’s PBS

PAA (Pasching, Osterreich), H15-002

Trypsin-EDTA 25 %

Gibco (Thermo Fisher; Waltham,
Massachusetts, USA), 25200

BSA: (bovines Serumalbumin)
Albumin bovin Fraction V

Serva (Heidelberg, Deutschland),
11930

DAPI (4 Mjangidino-2-phenylindole)

AppliChem (Darmstadt, Deutschland),
A4099

Zellkulturflaschen Cellstar (50 ml,
250 ml)

Greiner Bio One (Kremsmiinster, Os-
terreich), 61301823, 658170

12, 24 Well-Platten und Thincerts

Greiner Bio One (Kremsmiinster, Os-
terreich), 665641, 662641

96-Well-Platten

Corning (Corning, New York, USA),
3003023

10 % mini protean TGX precast pro-

tein gels 15 well

Biorad (Hercules, California, USA),
4561036

12 % mini protean TGX precast pro-

tein gels 15 well

Biorad (Hercules, California, USA),
4561046

Multi-8 Columns

Miltenyi (Bergisch-Gladbach, Deutsch-
land), 130-092-444

Multi-8 Filter and Frame

Miltenyi (Bergisch-Gladbach, Deutsch-
land), 130-092-548

Intercept TBS Proteinfree Blocking
Buffer

Licor (Lincoln, Nebraksa, USA),
92780001

Eppendorf Gefalde (0,5 ml,1,5 ml,
2 ml, 5 ml, 15 ml, 50 ml)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland),
30119401, 3002852, 3000018

G25 Kanilen

Braun (Melsungen, Deutschland)

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien
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2.2 Assays & Kits

Name Firma (Land), Katalognummer

In Situ Cell Death Detection Kit TMR red Roche (Basel, Schweiz),

12156792910

Crystal Violet Solution Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri
USA), HT901-8FOZ

CellTiter-Glo® 3D Cell Assay, 10 ml Promega (Madison, Wisconsin,
USA), G9681

CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Promega (Madison, Wisconsin,

Proliferation Assay (MTS) USA), G3580

Caspase-Glo® 3/7 Assay-Kit Promega (Madison, Wisconsin,
USA), G8091

MultiMACSE cDNA Synthesis Kit (12x8) | Miltenyi (Bergisch-Gladbach,
Deutschland), 130-094-410

Pierce BCA Kit Protein Assay Thermo Fisher Scientific (Wal-
tham, Massachusetts, USA),
23227

Tissue Tek Sakura (Tokyo, Japan), 4583

Tabelle 3: Verwendete Assays und Kit
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2.3 Aptamere

Kontrollaptamer

Name Sequenz ( 5366 Qlusterlange, Entwickler, Firma (Sitz)
Tr HBNA- UCGUAUUAUCCGCUGCACGTC, 4, Huang et al. [43],
Aptamer Biomers (UIm, Deutschland)

T r HEBNA- UUUGGGGUUUUCCCGUGCCC, 4, Biomers (Ulm,

Deutschland)

Kontrollaptamer

Tr HIBNA- GGGAGGACGATGCGGTCGTATTATCCGCTGCACGCC
Aptamer AGACTCGCCCGA, Biomers (Ulm, Deutschland)
T r HIBNA- GGGTAGGACGATGCGTTTGAGGTTCTCCCGTGCCTC

AGACGACTCGCCCGA, Biomers (Ulm, Deutschland)

Tabelle 4: Verwendete Aptamere und BDNF
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2.4 Antikdrper

Priméarantikorper

Wirtsspezies, Verdinnung

Firma (Land), Katalog-

nummer

HSP70 Kaninchen, 1:1000 Santa Cruz (USA),
sc-33575

ActinB Maus, 1:1000 Cell signaling (USA),
3700S

Akt Maus, 1:2000 R&D Systems,
Uu00420031

pAkt Kaninchen, 1:500 R&D Systems (USA),
DZE1921071

BDNF Maus, 1:100 R&D Systems (USA),
VH151802A

Tr HB Kaninchen, 1:500 Proteintech (USA),
13129-1-AP

Bcl-2 Kaninchen, 1:100 Cell signaling (USA),
MBS 438100

Bax Kaninchen, 1:200 Cell signaling (USA),
2772S

TUBB3 Kaninchen, 1:100 R&D Systems (USA),
MAB1195

Opsin Kaninchen, 1:200 Novus Biologicals (USA),
Rb0946-1-240509

p63 Kaninchen, 1:200 MyBioSource (USA),
MBS4750386

Rhodopsin Kaninchen, 1:500 Abcam, ab98887

Tabelle 5: Verwendete Primarantikdrper
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Sekundarantikorper

Wirtsspezies

Firma (Land), Katalognummer

Alexa Fluor 555
Secondary AB (rot),
Anti-mouse

Ziege

Thermo Fisher (USA), A-21422

Alexa Fluor 488
Secondary AB (gruin),
Anti-mouse

Ziege

Thermo Fisher (USA), A-11001

Alexa Fluor 555
Secondary AB (rot),
Anti-rabbit

Ziege

Thermo Fisher (USA), A-21428

Alexa Fluor 488
Secondary AB (gruin),
Anti-rabbit

Ziege

Thermo Fisher (USA), A-11008

Tabelle 6: Verwendete Sekundarantikdrper fir Western Blots
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2.5 Primer
Gen Vorwarts ( 5300 ) Ruckwarts ( 3560 )
ActinB CACGCCATCCTGCGTCTGGA AGCACCGTGTTGGCGTAGAG
GFAP TTAGTGTACCCTCTCGGAAG AGGTTAGCAGAGGTGACAAG
Opsin GGGGAGCATCTTCACCTACA GATGATGGTCTCTGCCAGGT
TNFU CCCCTGTCCATCCCTTTATT AAGCCCCAGTTCCAATTCTT
Rhodopsin | CCCATCAACTTCCTCACGCT TTACACACCACCACGTACCG
BDNF GCTGGCGGTTCATAAGGATA GTTTCCCTCTGGTCATGGAA
CNTF AAATGGGCATGCAGGTTTAG CCAAGGGTTTGAACTGGCTA
HSP70 ATGTCCGCTGCAAGAGAAGT GGCGTCAAACACGGTATTCT
IL-1 b CCAAAGAGGGACATGGAGAA TTATATCTTGGCGGCCTTTG
TUBB3 TTCCAGCTCACCCACTCTCT TGTCGATGCAGTAGGTCTCG

Tabelle 7: Verwendete Primer fur gRT-PCR
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2.6 Gerate

Name

Firma (Sitz), Katalognummer

Zellkulturschrank/CO2-Inkubator

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Zeiss inverses Mikroskop Axiovert 135

Zeiss (Oberkochen, Deutschland)

ELISA-Reader Tecan Spark M10

Tecan (Mannedorf, Schweiz)

MultiMACS M96thermo Separator

Miltenyi (Bergisch-Gladbach,
Deutschland), 130-094-534

Chemicell MagnetoFACTOR96-Plate

Chemicell (Berlin, Deutschland),
9007

Miltenyi MACSIMAGE Separator

Miltenyi (Bergisch-Gladbach,
Deutschland), 130-092-168

Miltenyi OctoMACSE Separator

Miltenyi (Bergisch-Gladbach,
Deutschland), 130-042-109

Miltenyi MACS MultiStand

Miltenyi (Bergisch-Gladbach,
Deutschland), 130-042-303

Tecan Infinite® m200 NanoQuant

Tecan (Méannedorf, Schweiz)

NanoQuant Plate

Tecan (Méannedorf, Schweiz),
30035094

Odyssey Reader

LI-COR (Lincoln, Nebraska, USA)

Cryocut CM1800

Leica (Wetzlar, Deutschland)

RT-PCR Detection System

CFX96, Biorad (Hercules, California,
USA)

Tabelle 8: Verwendete Gerate
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2.7 Schweineaugen als Versuchsmaterial

Die Versuche in dieser Forschungsarbeit wurden an Schweineaugen vom
Schlachthof Balingen, Hindenburgstral3e 47, 72336 Balingen durchgefihrt. Am
Morgen der jeweiligen Schlachtung wurden die Augen entnommen und noch
am selben Vormittag fur die Versuche prapariert. Die Genehmigungsnummer
lautet hierfir DE 08 416 1123 21 (Landratsamt Tubingen).

2.8 Préparation der Schweineaugen

Alle Versuche in dieser Doktorarbeit wurden mit Gewebe und Zellen aus
porcinen Augen durchgefuhrt. Schweineaugen eignen sich aufgrund ihrer
anatomischen Ahnlichkeit zum humanen Auge gut fiir die ophthalmologische ex
vivo Forschung [56]. Notwendige Materialien zur Praparation waren desinfizier-
tes Praparationsbesteck und ein Becher mit 70 % Ethanol zum Desinfizieren
der Augen, zwei Urinbecher mit PBS zum Waschen, eine Petrischale gefillt mit
Neurobasalmedium und ein Abfallbehélter. Die Schweineaugen wurden, gekuhlt
transportiert und direkt nach Ankunft im Labor préapariert. Zunachst wurden die
Augen aul3erhalb der Sterilbank von Resten des umliegenden Gewebes an der
Sklera mit Schere und Pinzette befreit. Darauf folgte die Inkubation der Augen
fur 5 min in 70 % Ethanol zum Desinfizieren. Alle weiteren Schritte erfolgten
unter der Sterilbank. Es wurde ein Auge zunachst in den Bechern PBS
gewaschen und in den Deckel der Petrischale gelegt, damit die Augen bis zur
Praparation der Netzhaut nicht austrockneten. Mit dem Skalpell wurde am Rand
der Cornea ein kleiner Schnitt gesetzt und diese kreisrund mit Skalpell oder
Schere entlang der Ora serrata ausgeschnitten. Daraufhin wurde vorsichtig der
Glaskdrper entfernt und entsorgt. Der Augenbecher wurde nun mit der Schere
viermal von auf3en nach innen eingeschnitten, sodass es die Form eines
vierblattrigen Kleeblatts annahm. Die weiteren Schritte hingen davon ab,
welches Gewebe oder welche Zellen isoliert werden sollten. Abhangig davon

werden die Methodiken in den folgenden Abschnitten erlautert.

19



Material und Methoden

2.9 Herstellung retinaler Explantate

Fir die Entnahme retinaler Stanzen wurden die Schritte der Augenpréaparation,
wie in 2.8 genannt, durchgefuhrt. Zusatzlich wurde ein kleiner Loffel, eine
Stanze in gewilnschter Grofze (1,5 mm, 3 mm, 8 mm), sowie eine geeignete
Zellkultur-Platte (Costar) mit passenden Inserts (Greiner Bio) verwendet. Fir
die Versuche in dieser Arbeit wurden vor allem 8 mm Stanzen in 12-Well
Platten mit Inserts kultiviert. Mit der Stanze wurden pro Auge vier kreisrunde
Retinastiicke ausgestanzt und entnommen, indem der Augenbecher in die
Petrischale mit Neurobasalmedium gelegt und mit dem Loffel vorsichtig die
Retina vom RPE getrennt wurde. Reste der RPE-Zellschicht wurden mit Neuro-
basalmedium (Gibco) abgewaschen, bevor die Stanze mit dem Loffel in das
Insert gegeben werden konnte. Wichtig bei der Kultivierung von Netzhauten war
die mdoglichst schonende Behandlung der retinalen Explantate, sowie die
richtige Ausrichtung des Gewebes im Insert. Fur diese Versuche wurde die
Retina mit den Photorezeptoren nach unten und den Ganglienzellen nach oben
im Insert kultiviert. Als N&hrmedium wurde ein Gemisch aus 48 ml
Neurobasalmedium (Gibco), 1 ml B27 (Gicbo), 0,5 ml N2 (Gibco), 0,5 ml P/S
(PAA), 50 ¢ IGentamycin (Thermo Fisher) und 0,5 ¢ ICNTF (Sigma Aldrich)
verwendet, welches im weiteren Verlauf als Retina-Medium (RM) bezeichnet
wird. Davon wurden jeweils 1 ml in das Well der 12-Well-Platte gegeben und
100 ¢ kzu dem retinalen Explantat ins Insert. Der Wechsel des Mediums erfolgte

alle zwei Tage. Kultiviert wurde bei 37°C im Inkubator (Heraeus).

2.10 Kultivierung von porcinen Miullerzellen

Alle Schritte der Praparation von Schweineaugen erfolgten wie in 2.8
beschrieben. Nun wurde der Augenbecher in die Petrischale mit
Neurobasalmedium (Gibco) gegeben und die Retina vollstandig vom RPE
geldést und in HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution, Carl Roth) gewaschen.
Daraufhin wurden die entnommenen Netzh&ute mit einer Schere zerkleinert und
in ein 2 ml Eppendorf-Gefald tGberfihrt. Dazu wurden 10 ¢ |Papain (Thermo
Fisher) und 10 ¢ IDNAse (Applichem) gegeben und fir 30 min bei 37°C
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geschuttelt. Wahrenddessen wurde eine 12-Well-Platte (Costar) mit 0,1 %
Gelatine prapariert, sodass der Boden der Wells gut bedeckt war. Die Inkubati-
on erfolgte fur ca. 30 min bei 37°C. Die in der Zwischenzeit lysierten Netzh&ute
wurden daraufhin mit 1 ml Mullerzellmedium (DMEM low glucose (PAA), 10 %
FBS (Gibco), 1 % P/S (PAA)) gemischt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde
nach dem Zentrifugieren abgenommen und das Zellpellet in 1 ml
Mullerzellmedium gelost. Die Gelatine aus der praparierten Platte wurde
abgesaugt und pro Well 1 ml Mullerzellmedium vorgelegt, bevor ungefahr 50 ¢ |
der Retinasuspension (Zellpellet gel6st in 1 ml Mullerzellmedium) hinzugegeben
wurden. Die Inkubation erfolgte bei 37°C im Inkubator (Heraeus) und alle drei
Tage wurde das Miullerzellmedium gewechselt. Erst wenn die Zellen im Well
konfluent gewachsen waren (>80 % bedeckter Boden) konnten die Millerzellen
gesplittet werden. Zum Splitten der Zellen wurde das Medium abgesaugt und
stattdessen dieselbe Menge PBS (PAA) auf die Zellen gegeben, um sie zu
waschen. Das PBS wurde nach kurzem Schwenken abgesaugt. Nun wurden in
jedes Well 150 ¢ ITrypsin-EDTA (Gibco) gegeben und durch vorsichtiges
Klopfen die Zellen mechanisch und enzymatisch vom Boden geldst. Nach 3 min
konnte die doppelte Menge Miillerzellmedium hinzugegeben werden, um die
Enzymreaktion zu stoppen. Der komplette Inhalt der Wells wurde in ein Falcon
(Eppendorf) Uberfuhrt und fir 5 min bei RT und 300 g abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Pallet in 1 ml Miillerzellmedium resuspen-
diert. Die Resuspension wurde daraufhin in mehrere Well-Platten oder eine
Flasche mit Miullerzellmedium Uberfuhrt, welche wieder mit 0,1 % Gelatine
prapariert waren. Ab Passage zwei konnten die MZ fur Experimente verwendet

werden.

2.11 Behandlung der Mullerzellen

MZ wurden mit verschiedenen Konzentrationen BDNF (Sigma Aldrich), sowie
T r HBBtamer behandelt. BDNF (Stock-Konzentration, 0,1 mg/ml) wurde fir die
Behandlung der MZ mit Mullerzellmedium auf die Konzentrationen 1 ng/ml,
10 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml und 500 ng/ml verdinnt. Das T r H8PBtamer und
das Kontrollaptamer (Stock-Konzentration jeweils 100 €M) wurden mit

21



Material und Methoden

Millerzellmedium auf die Konzentrationen 10 nM, 50 nM, 100 nM, 200nM und
500 nM verdinnt.

2.12 Behandlung retinaler Explantate

Fur retinale Explantate erfolgte die Verdinnung von BDNF (Stock-
Konzentration, 0,1 mg/ml) auf die Konzentrationen 10 ng/ml, 100 ng/ml,
200 ng/ml und 500 ng/ml mit Retinamedium. Das T r HBtamer und das
Kontrollaptamer (Stock-Konzentration jeweils 100 ¢M) wurden ebenfalls mit
Retinamedium auf die Konzentrationen 10 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM und
500 nM verdunnt.

2.13 mRNA/cDNA-Synthese

Die Synthese von mRNA und cDNA aus retinalen Explantaten erfolgte als
Vorbereitung zur Quantifizierung der mRNA-Expression verschiedener Gene.
Hierfir wurden die Miltenyi MultiMACS cDNA Synthesis Kits von Miltenyi
(MultiMACS cDNA Synthese Kit und MultiMACSE M96thermo Separator)
bendtigt. Mittels magnetischer ¢ MACS  @dT) MjcooBeads wurde die mRNA
markiert und in magnetisch geladenen Mulit-8-S&ulen isoliert und damit vom
Ubrigen Zelldebris getrennt. Das Umschreiben der mRNA in cDNA erfolgte
durch den reverse Transkriptase Mix des Synthesekits. Ausgangsmaterialien
waren retinale Explantate, die nach Kultivierung und gegebenenfalls Behand-
lung in 1,5 ml Eppendorf-GefalRen eingefroren wurden. Das gefrorene Gewebe
wurde im ersten Schritt schonend auf Eis aufgetaut, durch Zugabe von 900 ¢ |
Lysis-Binding-Buffer (Miltenyi) lysiert und die genomische DNA mithilfe von G25
Nadeln (Braun) durch wiederholtes Pipettieren zerkleinert. Daraufhin wurde das
Lysat bei 4°C und 600 G fiir 4 min zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Eppendorf-Gefal3 dberfihrt. Anschlieend erfolgte die Zugabe von 30 pl
Oligo (dT) MicroBeads (Miltenyi) zum Uberstand.

Alle weiteren Schritte erfolgten nun auf den magnetischen S&ulen, die in den
MultiMacs M96thermo Separator eingespannt waren. Dafir wurden die Saulen

(Multi 8 Columns, Miltenyi) eingelegt, eine Waschplatte darunter gestellt und
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Multi 8 Filter auf die Columns gesetzt. Die Filter wurden dann mit 100 €l Lysis-
Binding-Buffer befeuchtet, bevor das Lysat-Microbeats-Gemisch auf die Filter
gegeben wurde. Daraufhin wurde mit 2x200 ¢ ILysis-Binding-Buffer (Miltenyi)
gewaschen und die Filter entsorgt. Es folgte ein erneutes Waschen mit 4x100 ¢l
Wash-Buffer (Miltenyi) und 2x100 ¢l Equilibration-Wash-Buffer (Miltenyi), bevor
der Synthesemix (Miltenyi) mit der Reversen Transkriptase des Synthesekits
(Miltenyi) aus 20 ¢ |Resuspension-Buffer (Miltenyi) und Synthesemixpulver
(Miltenyi) hinzugegeben werden konnte. Daraufhin erfolgte die cDNA-Synthese
bei 42°C fur 60 min. Im Anschluss wurde mit 2x100 ¢ |Equibrillation-Wash-
Buffer gewaschen und 20 ¢ IRelease-Solution auf die Séulen gegeben. Das
Gerat heizte nun erneut fur 10 min auf 42°C. Anschlielend wurden 20 ¢ |
Elution-Buffer auf die Saulen gegeben und die Waschplatte konnte gegen eine
96-Well-Platte ausgetauscht werden. Als letzter Schritt erfolgte die Zugabe von
50 ¢ IElution-Buffer (Miltenyi) auf die Saulen und die fertige cDNA konnte aus

der 96-Well-Platte in ein neues Eppendorfgefald tberfuhrt werden.

Die Messung der cDNA-Konzentration erfolgte mithilfe eines TECAN-Readers
(Tecan Infinite® m200 NanoQuant). Zunachst wurden hierfir je 2 ¢ |
Elutionbuffer (Miltenyi) pro Messtelle fir das Blanking eingesetzt. Daraufhin
wurde die Platte mit MiliQ gewaschen. Als nachstes wurden 2 ¢l der Probe pro

Messstelle aufgetragen und die Absorption bei 260 nm und 280 nm gemessen.

2.14 qRT-PCR

Um die Wirkung des Aptamers auf die Netzhaut genauer untersuchen zu
konnen, wurden die Expression verschiedener Gene ermittelt. Hierfur wurde die
Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR (gRT-PCR) verwendet.
Fur jedes untersuchte Gen wurde ein Reaktionsmix aus 1 el destilliertem
Wasser, 2 ¢ ldes spezifischen forward Primer, 2 ¢ Ides spezifischen reverse
Primer und 10 ¢l SYBR® Green Master Mix (BIO-RAD) pro Well angesetzt.
Eine 96-Well Platte (Costar) wurde mit 15 €l Reaktionsmix pro Well befillt und
die zuvor synthetisierte cDNA mit destilliertem Wasser auf 1 ng/e Iverdinnt.
Zusatzlich zu den 15 ¢ |IReaktionsmix wurden pro Well 5 €l der verdinnten

cDNA hinzugegeben. Neben den zu untersuchenden Genen wurden bei jedem
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Versuchsansatz ActinB und RPL4 als Housekeeping Gene zur Normierung
mitgefiihrt. Das PCR-Gerat (RT-PCR Detection System CFX96, BIO-RAD)
heizte zunachst fur 3 min auf 95°C, um die cDNA zu denaturieren und die
Polymerase zu aktvieren. Im Anschluss folgten 42 Zyklen, bestehend aus
jeweils 10 s bei 95°C und 30 s bei 60°C in denen die Vervielfaltigung der
spezifischen mRNA sowie die Fluoreszenz-Messungen erfolgten. Nach 60 min
war das Programm beendet und die Genexpression konnte mithilfe der
ermittelten Ct-Werte Gber den Pfaffl-Algorithmus errechnet werden [57].

2.14.1 Bicinchoninic acid assay (BCA)

Der Bicinchoninic acid (BCA) assay ist eine Methode zur Quantifikation des
Proteingehalts einer Probe, wie beispielsweise eines retinalen Explantats.
Hierfir wurde das Pierce BCA Kit Protein Assay (Thermo Fisher Scientific)
verwendet. Der Proteingehalt wurde ermittelt, um alle zu untersuchenden
Proben in der gleichen Konzentration einzusetzen.

Zu Beginn wurden die retinalen Explantate oder kultivierte MZ lysiert. Hierfur
wurde ein Lysepuffer (Thermo Fisher Scientific) aus 17 pl (ImM) PMSF-
Stocklosung (0,3 M) (Phenylmethylsulfonylfluorid), 5 ml cell extraction buffer
(Thermo Fisher Scientific) und 50 €l Protease Inhibitor Cocktail Set 11l (Calbio-
chem) hergestellt. Zu einem retinalen Explantat in einem 1,5 ml Eppendorf
Gefald wurden 100 ¢ ILysepuffer (Thermo Fisher Scientific) hinzugegeben und
alles fir 30 min auf Eis inkubiert. Mithilfe eines Stdl3els wurde das Lysat weiter
zerkleinert, bis eine homogene Flissigkeit entstand. Diese wurde daraufhin bei
4°C und 13.000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde
in ein neues Eppendorfgefald tberfuhrt, das Pellet wurde verworfen. Im letzten
Schritt erfolgte die Quantifizierung der Proteinmenge. Als Referenz fir die
Proteinbestimmung der Probe wurde eine Verdinnungsreihe mit einem
Albumin-Standard (200 pg/ml) (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Hierfur
wurden Verdunnungen der Konzentrationen 1500 (A), 1000 (B), 750 (C),
500 (D), 250 (E), 125 (F), 25 (G), 0 (H) pg/ml verwendet und pro Konzentration
je 10 ¢ lin Triplikaten in eine durchsichtige 96 Well-Platte (Costar) gegeben.

Von der untersuchten Probe wurden je 2 ¢ lebenfalls in Triplikaten in derselben
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Well-Platte gegeben und mit je 8 pl PBS (PAA) verdinnt. Im Anschluss wurde
sowohl zu den verdinnten Proben als auch zu der Standardverdiinnungsreihe
190 ¢ kiner Mischung aus 50 Teilen BCA-Reagenz A (Thermo Fisher Scientific)
und einem Teil BCA-Reagenz B (Thermo Fisher Scientific) gegeben. Die Platte
wurde daraufhin bei 37°C fur 30 min inkubiert, bevor mittels Tecan-Reader
(Tecan Infinite® m200 NanoQuant) die Absorption bei 562 nm gemessen
werden konnte. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch eine
BSA-Kalibriergerade, die aus den Mittelwerten der Standard-Verdinnungsreihe
erstellt werden konnte. Die Proteinkonzentration in €g/e lerrechnete man, indem

die Blank-Werte von allen Mittelwerten der Messwerte abgezogen wurden.

2.15 Western Blot

Um die Menge verschiedener Proteine zu untersuchen, wurde eine Natrium-
dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (engl.: sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis; SDS-PAGE) mit anschlie3fendem Western
Blot durchgefihrt.

Dabei wird das Netzhautlysat nach der Molekilmasse aufgetrennt und die
einzelnen Proteine konnten im Western Blot mittels spezifischer Antikorper
detektiert werden. Die Auftrennung erfolgte entlang eines elektrischen Felds
und war in ihrer Geschwindigkeit abhangig von verschiedenen Parametern, wie
beispielsweise Grole, Ladung und Struktur der einzelnen Proteine. Um diese
unterschiedlichen Eigenschaften zu normieren, wurde Natriumdodecylsulfat
(engl.: sodium dodecyl sulfate; SDS) (Applichem) verwendet. Dieses ist negativ
geladen und bindet an die Proteine, wodurch eine konstante Ladungsverteilung
und eine gesteigerte Stabilitét der Proteine erzielt werden kdnnen.

Die Proteine wurden bei 95°C denaturiert und durch die Zugabe von
b-Mercaptoethanol die Disulfid-Bindungen getrennt. Hiermit wurden die
Proteine nach ihrer Molekilmasse aufgetrennt. Es gilt dabei, dass kleine
Moleklle pro Zeiteinheit weiter Richtung Anode wandern als grél3ere, da diese
in der Gitterstruktur des Gels hangen bleiben und abgebremst werden. Die
mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine konnten im Western Blot Verfahren
auf eine Membran Ubertragen und mittels spezifischer Antikdrper detektiert

25



Material und Methoden

werden. Fur den Transfer wurden ein Polyacrylamidgel (Biorad) und eine
Nitrocellulosemembran (Amersham) in ein elektrisches Feld gebracht. Entlang
dieses Feldes wanderten die Proteine senkrecht zur Laufrichtung im Gel auf die
Nitrocellulosemembran. War dieser Transfer erfolgt, so konnten mittels
Primar- und Sekundarantikorpern spezifisch Proteine sichtbar gemacht werden.
Durch den Bezug zu einem Referenezprotein (hier ActinB) war eine
semiquantitative Analyse der Proteinmenge mdoglich. Fur diese Doktorarbeit
wurden zur Probengewinnung retinale Explantate entnommen und kultiviert, wie
in 2.8 beschrieben. Alle Proben wurden mithilfe des ermittelten Proteingehalts
mit PBS (PAA) auf 15 pg/e |verdinnt. Danach wurde zum PBS-Proben-
Gemisch b-Mercaptoethanol im Verhaltnis 1:1 zugegeben und alles bei 95°C fur
10 min denaturiert und geschiittelt. Die Lagerung erfolgte bis zur Verwendung
der Proben auf Eis.

Fur die SDS-PAGE wurden fertige Gele (Mini-PROTEAN TGX Precast Gele
(Biorad) entweder mit einer Konzentration von 10 % oder 12 %, je nach Grol3e
des zu untersuchenden Proteins, verwendet. Die Gele stellte man in eine
bereitstehende Kammer, welche mit Running Buffer (15,0 g TrisBase, 72,0 g
Glycin, 5 g SDS, auf 500 ml mit MilliQ auffullen) gefullt war. Die einzelnen
Proben konnten daraufhin in die vorgesehenen Taschen gefillt werden. Als
GroRenmarker wurde der PageRulerE Prestained Protein Ladder (Thermo
Fisher Scientific) aufgetragen. Bei einer Spannung von zunéchst 100 V erfolgte
die Gelelektrophorese fir 15 min. Daraufhin wurde die Spannung fur 30 min auf
150 V erhoht. AnschlieRend konnte das Gel auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert werden und in einer mit Towbin-Buffer (TrisBase 25 mM), Glycin
(192 mM), 20 % SDS (0,005 %), Methanol (20 %), MilliQ H20) beftllten
Kammer (Biorad) bei 250 mA unter Kiuhlung erfolgte fir 90 min das Blotting.
Nach dem Transfer konnten die Membranen entnommen werden und die
transferierten Banden mittels Ponceau S sichtbar gemacht werden. Ponceau S
interferiert nicht mit den aufgetrennten Proteinen und stellt so eine einfache
Technik zur Darstellung der Banden nach der Elektrophorese dar [58, 59]. Die
sichtbaren Banden wurden verwendet, um die Membranen in kleinere Stiicke

zu schneiden. Geblockt wurden die Membranen mittels 5 % BSA in TBS fur
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60 min bei RT. Im nachsten Schritt wurden spezifische Primarantikorper mit
Intercept Protein Blocking-Buffer (LI-COR Bioscience, Homburg, Deutschland)
1:1 in TBS-T (AK-Blocking Puffer) auf die gewulnschten Konzentrationen
(siehe Tabelle 9) verdinnt und bei 4°C Uber Nacht auf die Membranen
gegeben. Am nachsten Morgen wurde die Membran drei Mal 10 min mit TBS-T
gewaschen und mittels passender fluoreszenzmarkierter Sekundarantikorper
fur 60 min bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TBS-T fur 15 min
erfolgte die Aufnahme der Proteinbanden bei 700 und 800 nm und mit dem
Odyssey-Infrarot-Imager-System 2.1  augewertet (LI-COR Bioscience,

Homburg, Deutschland).
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Protein Beschreibung MolekilgréRe | Verdinnung
(in AK-
Blocking Puf-
fer)
b-Actin konstitutiv exprimiertes Protein | 45 kDa 1:1000
(housekeeping Protein)
HSP70 Chaperon, welches unter 70 kDa 1:1000
schadlichen Bedingungen zum
Schutz zellulérer Proteine
vermehrt ausgeschuttet wird
BDNF Wachstumsfaktor 28 kDa 1:100
Akt Downstream Target des T r FUE 50 kDa 1:2000
Pathways, inaktiv
pAkt Downstream Target des T r FUE 60 kDa 1:500
Pathways, aktiv
TUBB3 Ganglienzellmarker 55 kDa 1:100
Tr HIB Transmembranprotein 130 kDa 1:500
Opsin Photorezeptor-Marker 55 kDa 1:200
Transducin Photorezeptor-Marker 40 kDa 1:100
P63 Apoptose Sighalweg 60 kDa 1:200
downstream von p53
BCL2 Anti-apoptotisch 28 kDa 1:100
Bax Pro-apoptotisch 20 kDa 1:200

Tabelle 9: Analysierte Proteine im Western Blot

2.16 Immunfluoreszenz

2.16.1 Kryoschnitte

Die Grundlage fur die Durchfihrung verschiedener Farbungen waren in dieser
Doktorarbeit Kryoschnitte von porcinen Netzh&uten. Die Retina wurde wie in 2.8
beschrieben entnommen, behandelt und im Anschluss in TissueTek (Sakura)
mithilfe von flissigem Stickstoff eingefroren. Die Anfertigung der histologischen

Schnitte erfolgte senkrecht zur Netzhautoberflache mithilfe eines Cryocuts
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(Cryocut CM1800, Leica). Es wurden je drei 12 em dicke Schnitte pro
Objekttrager Ubertragen und bei -28°C bis zur Farbung gelagert.

2.16.2 DAPI-Farbung

Um die Zellkerne der retinalen Zellen sichtbar zu machen, wurde die DAPI-
Farbung verwendet. DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff namens 4 NjDi&midin-2-
phenylindol, welcher nuklear an AT-reiche Sequenzen der DNA bindet und so
die Zellkerne bei einer Wellenlange von 461 nm sichtbar machen kann.

Fur die Farbung wurden Kryoschnitte (siehe 2.17.1) auf Objekttragern mit -28°C
kaltem Methanol fur 15 min fixiert und anschlieBend in einem dreifachen
Waschgang mit TBS gewaschen. Daraufhin wurde DAPI auf 1 €g/ml mit PBS
verdunnt und 100 ¢ Ifir 5 min auf jeden Schnitt gegeben. Im Anschluss wurde
erneut mit TBS zweimal und ein letztes Mal mit destilliertem Wasser
gewaschen, bevor die Schnitte nach kurzem Lufttrocken mit Fluorsafe und
Deckglasern eingedeckelt werden konnten. Bei Anregung mit Ultraviolettem
Licht wird die DAPI-gefarbte DNA in den Zellkernen unter dem Fluoreszenz-

Mikroskop (Zeiss inverses Mikroskop Axiovert 135) blau sichtbar gemacht [60].

2.17 TUNEL-Farbung

Das Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) ist
eine Farbemethode, bei der apoptotische Zellen sichtbar gemacht werden
konnen. Die im Reagenz enthaltene terminal deoxynucleotidyl transferase
bi ndet an endst?2ndige 30 Mp-Btramgbriychedpeideppen, di
Apoptose entstehen. Diese markierten Enden konnen mithilfe eines
Fluoreszenzmikroskops (Zeiss inverses Mikroskop Axiovert 135) detektiert

werden.

Fur diese Doktorarbeit wurde das In Situ Cell Death Detection Kit TMR red
(Roche) an Kryoschnitten der Retina angewendet (siehe 2.17.1). Im ersten
Schritt wurden die Kryoschnitte mit einem Fettstift umrandet und mit 4 % PFA in
PBS (PAA) fur 20 min bei RT fixiert. Daraufhin wurde fir 30 min mit TBS

gewaschen. Es folgte die Permeabilisierung mit einer Permeabilisierungslésung
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(1 % Triton X-100 in 0,1 % Natriumcitrat) fur 2 min auf Eis, bevor erneut mit
TBS fur 5 min gewaschen wurde. Wahrend die Proben und die Negativkontrolle
weiter mit TBS bedeckt blieben, konnten fir 10 min 11 pl DNAse (Sigma
Aldrich) in 40 pl DNAse-Puffer (Roche) zur Apoptoseinduktion auf die Positiv-
kontrolle gegeben werden. Es folgte ein erneuter Waschschritt mit TBS, bevor
alle Schnitte, abgesehen von der Negativkontrolle, mit der im Kit enthaltenen
Labeling Solution (Roche) und der Enzym-Solution (Roche) im Verhéltnis 10:1
fur 60 min bei 37°C im Inkubator (Heraeus) inkubiert wurden. Die
Negativkontrolle wurde nur mit der Labeling Solution (Roche) bedeckt ebenfalls
wie die anderen Proben inkubiert. Daraufhin musste erneut zweifach fur je
5 min mit TBS gewaschen werden, bevor analog zu 2.17.2 eine DAPI-Farbung
der Zellkerne erfolgte und die Objekttrager eingedeckelt wurden. Die Aufnahme

der gefarbten Schnitte erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss).

2.18 Assays
2.18.1 Caspase 3/7-Assay

Um zu untersuchen, ob die Behandlung der Netzhdute mit dem Aptamer
Apoptose induziert, wurde das Caspase-Glo® 3/7 Assay-Kit (Promega)
verwendet. Hiermit konnte die Aktivitat der Apoptose induzierenden Caspasen
3 und 7 ermittelt werden. Caspasen sind eine Gruppe bestehend aus
12 Cystein-Proteasen, die bei der Induktion des programmierten Zelltods eine
Schlisselrolle spielen. Sie spalten zelleigene Proteine und fuhren somit tber
Kettenreaktionen zur Aktivierung von Effektorcaspasen, wie Caspase 3 und 7.
Diese aktivieren die Nuklease, welche die DNA spaltet und so zum Tod der
Zelle fuhrt [61, 62].

Der Assay wurde in dieser Doktorarbeit auf MZ angewendet, welche in einer
96-Well Platte ausgesat waren. Nach Zugabe von 100 ¢ | A-Resagenz pro
Well lieR man die Platte bei RT fir eine Stunde ruhen. Durch das Assay-
Reagenz wurden die enthaltenen Caspasen freigesetzt und die Reaktion mit im
Reagenz enthaltenen Substanzen setzte Aminoluziferin frei. Daraufhin konnte

die enthaltene Luziferase das Aminoluziferin umsetzen. Diese Reaktion wurde
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dann anhand der Lumineszenz im ELISA-Reader gemessen und ermoglichte so

die Ermittlung der Aktivitat der Caspasen.

2.18.2 Viabilitdtsassay mit retinalen Explantaten

Die Viabilitat retinaler Explantate wurde mittels des CellTiter-Glo® 3D Cell
Assay (Promega) ermittelt. Durch Zugabe von 50 ¢l Assay-Reagenz zu 150 ¢ |
Miullerzellmedium und einer 3 mm Stanze pro Well wurde das Gewebe lysiert.
Die Platte wurde fur 10 min bei Raumtemperatur (RT) auf einem Schittelbrett
geschuttelt und anschlieBend bei RT lichtgeschitzt 30 min inkubiert. Mittels

ELISA-Reader wurde die Lumineszenz gemessen.
2.18.3 MTS-Assay

Um eine Aussage Uber die Vitalitat von Zellen treffen zu kénnen, wurde der
MTS Assay genutzt. Im Zuge dieser Arbeit wurden so Informationen Uber die
Toxizitat der Aptamer-Behandlung gewonnen. Fir die Durchfiihrung wurde das
MTS-Kit (The CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay,
Promega) verwendet. Im Assay-Reagenz enthaltenes 3-(4,5-Dimethyl-2-yl)-5-
(3-Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-Tetrazol (MTS) wurde durch vitale
Zellen Uber multiple Redoxreaktionen zu Formazan umgesetzt, welches eine
blau-violette Farbe hat. Die Absorption des Formazans konnte bei 490 nm
gemessen werden und erlaubte Ruickschlisse auf die Menge an lebenden
Zellen. MZ wurden in eine transparenten 96er Well-Platte (Marke) ausgeséat und
laut Versuch behandelt. Das MTS-Reagenz wurde aufgetaut und 20 €l pro Well
zu jeweils 100 ¢l pro Well Zellsuspension (MZ in MZ-Medium) gegeben. Nach
90 min Inkubation bei 37°C erfolgte direkt die Messung der Absorption im
ELISA-Reader bei 490 nm und 690 nm als Referenz. In der Auswertung wurde
der Mittelwert der Kontrollen auf 100 % festgesetzt und die Probenmesswerte in
Bezug auf die Kontrollen dargestellt.

2.18.4 Kristallviolett Farbung

Die Kristallviolett (KV) Farbung erfolgte direkt im Anschluss an den MTS-Assay.
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Das Verfahren trifft mittels Messung der Absorption eine Aussage uUber die
Quantitat der vitalen, adharenten Zellen. Im Anschluss an den MTS-Assay
wurde das Assay-Reagenz abgekippt und stattdessen 100 €| 4 %
Paraformaldehyd (PFA) in PBS pro Well fir 15 min bei RT auf die MZ gegeben,
um sie zu fixieren. Im Anschluss erfolgten zwei Waschschritte mit je 200 ¢ |
destilliertem Wasser pro Well. Danach wurden 100 ¢l Crystal Violet Solution
(Sigma Aldrich) in jedes Well gegeben und alles fir 30 min bei RT inkubiert. Die
Crystal Violet Solution wurde dann in drei Waschschritten mit erneut je 200 ¢ |
destilliertem Wasser pro Well entfernt und die Zellen fir 60 min in 100 pl 1 %
Sodiumdodecylsulfat (SDS) pro Well bei RT lysiert. In Anschluss konnte die
Absorption bei 595 nm im ELISA-Reader gemessen werden. Auch hier wurde in
der Auswertung der Mittelwert der Kontrollen auf 100 % festgelegt und die

Proben in Bezug dazu gesetzt.

2.19 Blaulicht Bestrahlung

Zur Induktion von oxidativem Stress wurde in dieser Doktorarbeit die
Bestrahlung mit Blaulicht (BL) als ex vivo Zellstressmodell gewahlt, welches um
Fietz et al. an porcinen Netzhaut-Explanteten entwickelt wurde [63]. Blaues
Licht mit der Wellenlange zwischen 380 nm und 500 nm kann die vorderen
Anteile des Auges (Cornea, Glaskdrper) beinah ungehindert passieren und
potenziell toxisch in der Netzhaut wirken [64, 65]. Die energiereiche Strahlung
erzeugt reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die DNA-Schaden und damit Zelltod
auslosen konnen [66]. Hiervon sind insbesondere die Stabchen, eine Sorte der
Photorezeptoren, betroffen [67]. Die Exposition mit BL ist in der Lage in der
Retina Neurodegeneration auszulésen und eignete sich damit in dieser Arbeit
als Modell fur neurodegenerative Erkrankungen, wie beispielsweise der AMD.
Fir diese Forschungsarbeit wurden sowohl MZ als auch retinale Explantate mit
BL bestrahlt. Hierfir wurden MZ in 96-Well-Platten ausgesat und von oben mit
einem Abstand von 1 cm mit BL der Wellenldnge 30 nm fir 1-2 h bestrahlt.
Retinale Explantate kultivierte man in Inserts, wie in 2.8 beschrieben und
bestrahlte sie ebenfalls von oben mit einem Abstand von 1 cm und einer

Wellenlange von 30 nm fir 1-2 h. Im Anschluss erfolgte die Behandlung der
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Proben mit BDNF und T r HBPBtamer, bevor sie fir weitere Versuche bei -28°C

eingefroren werden konnten.

2.20 Ubersicht tiber verwendete Marker in gRT-PCR und WB

Marker-Ubersicht

Neurone Wachstumsfaktoren ! Amakrinzellen «---  Calretinin

Bipolarzellen 4--- PKCa

TUBB3 BDNF

Zellstress CNTF o e
Miillerzellen «--- | GFAP |

HSP70 1T Apoptose

TNFaT Bcl2 L

IL1b T

Bax 1 Stibchen €------- Rhodopsin

iNos T

p63 1

TrkB-Signalweg
(p)Akt

Abbildung 3: Ubersicht der verwendeten Marker in qRT-PCR und WB
Linksseitig dargestellt sind die verwendeten zellspezifischen Marker, wie Calretinin fir

Amakrinzell en, PKCU f ¢r BPZ, GFAP f ¢r die MZ, Opsir
St@bchen. Rechtsseitig abgebil det sind dibe Mar ker
Apoptose (Bax, Bcl-2 und der antiapoptotische Marker Bcl2), die Wachstumsfaktoren BDNF und

CNTF, sowie die Marker fur die T r F8Bnalwegaktivierung ((p)Akt), (siehe Kapitel

3. Ergebnisse).

Erstellt mit BioRender.com

2.21 Statistische Analyse

Fur die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels Graphpad

PRISM 9 aus den einzelnen Versuchen. Alle Ergebnisse sind als

Mittelwert £ SEM angegeben. Bei Normalverteilung der Werte werden die

ANOVA oder der (Welch's) t-Test verwendet.

Fur nichtnormalverteilte Daten wurden Mann-Whitney-Test und Kruskal-Wallis

angewendet. Das Signifikanzniveauwirdauf U = 0, 05 festgesetzt

werden nach gebrauchlicher Einteilung verwendet: p O *0, p50=9, 0

p O 0=*9.01
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3 Ergebnisse

In dieser Doktorarbeit wurde der neuroprotektive Effekt eines TrHuBAptamers in
der Retina untersucht und die Arbeit hierfir in vier Arbeitspakete unterteilt.
Zunachst sollte eine geeignete Konzentration des Aptamers etabliert werden,
die einerseits den T r HBRzeptor effektiv aktiviert und andererseits nicht toxisch
auf die Zellen der Retina wirkt. Im nachsten Schritt wurde die im ersten
Abschnitt ermittelte Konzentration verwendet, um den zeitlichen Ablauf der
Rezeptoraktivierung zu beobachten und mdgliche Limitationen, wie
beispielsweise eine T r FuBernalisierung, festzustellen. Das dritte Arbeitspaket
widmete sich dem Vergleich des fir die bisherigen Versuche verwendeten
RNA-T r HBBtamer mit einem DNA-T r HBBtamer. Im letzten Abschnitt wurde
ein BL-Stressmodell eingesetzt, um Neurodegeneration in der Retina zu
induzieren und das RNA-T r HaBtamer auf seine neuroprotektive und potenziell
therapeutische Wirkung bei neurodegenerativen Prozessen der Retina zu

testen.

3.1 Optimierung der Aptamerkonzentration

Bevor das Aptamer beziglich seiner therapeutischen und neuroprotektiven
Wirkung untersucht werden konnte, musste eine geeignete Konzentration
gefunden und beziiglich potenzieller toxischer Nebeneffekte untersucht werden.
Getestete Konzentrationen waren 10 nM, 100 nM, 200 nM und 500 nM. Als
Kontrolle wurde ein RNA-Aptamer verwendet, welches eine dhnliche Sequenz
und Lange zum eigentlichen T r HaBtamer aufweist aber nicht an den Rezeptor
binden sollte, und damit nicht zu einer Aktivierung der Signalwege fuhrt
(Aontrollaptamerf). Die Konzentrationen fiir das Kontrollaptamer entsprachen
den verwendeten Konzentrationen des RNA-T r Hptamers (10 nM, 100 nM,
200 nM, 500 nM).
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3.1.1 Die Rezeptoraktivierung ist abhangig von der Tr HUB
Konzentration

Eine Ligandenbindung an TrHUB aktiviert den Rezeptor und induziert Uber
verschiedene Signalwege wachstumsfordernde und neuroprotektive Effekte
[41, 43]. Einige der Signalwegkomponenten wurden als Marker fur die effektive
Aktivierung des T r F8Rnalwegs durch das T r HiBtamer verwendet. Um zu
untersuchen, ob die eingesetzte T r HaBtamer-Konzentration zur Aktivierung
der T r EBRynalkaskade gefuhrt hat, wurde zunachst die mMRNA-Expression der
induzierbaren Wachstumsfaktoren BDNF und CNTF untersucht (Abb. 5 A, B).
Hierfir erfolgte die Behandlung porciner, retinaler Explantate nach 24 h
Kultivierung fur 24 h mit den verschiedenen Konzentrationen der Aptamere
(20 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM). AnschlieBend wurden diese mittels
gRT-PCR hinsichtlich der Expression verschiedener Marker untersucht (Abb. 4).

(10nM, 100nM, 200nM, 500nM)

\\ TrkB-Aptamer
X
> = ‘ TrkB-Kontrollaptamer

\ (10nM, 100nM, 200nM, 500nM)
ez 3ng i i
LFRRRiR
qRT-PCR,
ool Zellzahl, Zellviabilitt
retinaler Stanzen Behandlung
Oh 24h 48h

Abbildung 4: Schema des Versuchsaufbaus Isolation retinaler Stanzen und
Untersuchung mittels qRT-PCR

Retinale Stanzen wurden isoliert und fir 24 h kultiviert. Daraufhin wurden sie mit dem T r HUB
Aptamer und Kontrollaptamer in verschiedenen Konzentrationen (10 nM, 100 nM, 200 nM,
500 nM) fur 24 h behandelt. Die Untersuchung der mRNA-Expression unterschiedlicher Gene
erfolgte mittels gRT-PCR. Zudem wurden die Zellzahl und Zellviabilitat kontrolliert.

Erstellt mit BioRender.com

Die Untersuchungen ergaben, dass die Expression der Wachstumsfaktoren
BDNF und CNTF abhangig von der verwendeten Aptamer-Konzentration waren.
100 nM des T r HBPBtamers fuhrte zu einer signifikanten Induktion (1,7-fach,
p<0,001) der BDNF-Genexpression (Abb. 5 A). Bei CNTF war ebenfalls eine
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Induktion (2-fach) der Expression bei der Behandlung mit 100 nM des
RNA-Aptamers zu beobachten, jedoch war diese nicht signifikant (p>0,05). Im
Gegensatz dazu fuhrten 200 nM T r HBBtamer zu einer signifikanten Reduktion
der mRNA-Expression beider Wachstumsfaktoren (0,3-fach, p<0,05, Abb. 5 A,
B). Die hochste getestete Konzentration von 500 nM erzeugte keine signifikante
Steigerung der Wachstumsfaktor-Expressionen (p>0,05). Der Anstieg der
Gen-Expression von BDNF und CNTF ist auf eine Induktion der
Wachstumsfaktor-Transkription durch die T r HBzeptoraktivierung mittels
Aptamerbindung zurtckzufihren (Abb. 2). Im Gegensatz zum T r HiBtamer
resultierte die Behandlung mit dem Kontrollaptamer bei keiner der verwendeten
Konzentrationen in einer signifikanten Verdnderung der Expressionen von
BDNF und CNTF (p>0,05, Abb. 5 A, B).
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Abbildung 5: RNA-Tr aAptamerbehandlung kann die mRNA-Expression von
Wachstumsfaktoren signifikant induzieren
Retinale Stanzen wurden nach 24 h Kultivierung mit verschiedenen Konzentrationen T r FUB
Aptamer und Kontrollaptamer (10 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM) behandelt und anschliel3end
die Genexpression von BDNF (A) und CNTF (B) mittels gRT-PCR analysiert.
(A) Die mRNA-Expression von BDNF wurde signifikant durch die Behandlung mit 100 nM
T r HBBtamer induziert (1,7-fach, p<0,05) und signifikant reduziert bei der Behandlung
mit 200 nM T r HBBtamer (p<0,05). Das Kontrollaptamer induzierte keine signifikanten
Effekte.
(B) Die mRNA-Expression von CNTF wurde signifikant reduziert durch die Behandlung mit
200 nM T r HBRtamer (0,3-fach, p<0,05). Eine Induktion war bei der Behandlung mit
100 nM T r HBBtamer zu beobachten. Das Kontrollaptamer induzierte keine
signifikanten Effekte.
Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test ANOVA Brown-
Forsythe and Welch, *=p<0.05, n=8.
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3.1.2 Vertraglichkeitstest des RNA-Aptamers in der Retina

Um eine toxische Wirkung der getesteten RNA-Aptamer-Konzentrationen auf
retinale Zellen auszuschlie3en, wurden zellulare Marker (GFAP fur Gliazellen
und Opsin fiur Zapfen) abgefragt (Abb. 6 A, B). Auch hier konnte ein
dosisabhangiger Effekt auf die Marker-Expression ausgemacht werden, analog
zu den Wachstumsfaktoren BDNF und CNTF. 100 nM und 500 nM des
T r H3Btamers fuhrten zu einem Anstieg der GFAP-Expression, welcher jedoch
nicht signifikant war (p>0,05). Die Konzentration von 200 nM senkt die
Expression hingegen signifikant (p<0,001, Abb. 6 A). Eine Steigerung der GFAP
MRNA-Expression deutet auf eine Aktivierung von MZ und/oder Astrozyten hin
[68]. Opsin induzierte eine Steigerung der Expression bei Tr HB
Aptamerkonzentrationen von 10 nM, 100 nM und 500 nM, wobei lediglich die
Steigerung bei einer Konzentration von 100 nM signifikant war (3,7-fach,
p<0,01, Abb. 6 B). Das RNA-Kontrollaptamer fiihrte erneut zu Kkeiner
signifikanten Veranderung in der Expression der Marker (Abb. 6 A, B).
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Abbildung 6: RNA-T r aAptamerbehandlung kann die mRNA-Expression von
zellspezifischen Markern signifikant induzieren

Retinale Stanzen wurden nach 24 h Kultivierung mit verschiedenen Konzentrationen RNA-T r FUB
Aptamer und RNA-Kontrollaptamer (10 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM) behandelt und
anschlieBend die Genexpression der zellspezifischen Marker GFAP (A) und Opsin (B)

analysiert.

(A) Die mRNA-Expression von GFAP wurde durch die Behandlung mit 100 nM T r FUB
Aptamer induziert, jedoch nicht signifikant. Durch die Behandlung mit 200 nM T r FUB
Aptamer wurde sie signifikant reduziert (0,5-fach, p<0,001). Das Kontrollaptamer ldste
keine signifikanten Effekte aus.

(B) Die mRNA-Expression von Opsin wurde durch die Behandlung mit 100 nM (3,7-fach,
p<0,01) T r HAPRtamer signifikant induziert. Das Kontrollaptamer l6ste keine
signifikanten Effekte aus.

Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test ANOVA Brown-
Forsythe and Welch, *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001, n=8.
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Die Zellstressmarker HSP70 und TNFU wurden untersucht, um zu zeigen, dass
Konzentrationen die zu einer Signalwegaktivierung fuhrten keine toxischen
Effekte induzieren (Abb. 7 A, B). Die HSP70-mRNA-Expression wurde bei einer
Behandlung mit 500 nM T r HBPBtamer signifikant induziert (4-fach, p<O0,05,
Abb. 7 A). Auch die mRNA-Expression von TNFU wurde signifikant gesteigert
bei der Behandlung mit 200 nM und 500 nM T r HaBtamer (200 nM: 2,1-fach,
500 nM: 3,5-fach, p<0,05, Abb. 7 B). Die Konzentrationen von 200 nM und
500 nM T r HBPBtamer erwiesen sich somit als zu hoch, da sie toxische Effekte
induzierten.  Niedrigere  Konzentrationen des Aptamers und des
Kontrollaptamers  filhrten  zu  keiner  signifikanten ~ Anderung  der
Zellstressmarker-Expression auf mRNA-Ebene und induzierten somit keine
toxischen Effekte in der Netzhaut (p>0,05; Abb. 7 A, B).
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Abbildung 7: Hohe Konzentrationen des RNA-T r aAptamers induzieren signifikant die
MRNA-Expression von Zellstressmarkern

Retinale Stanzen wurden nach 24 h Kultivierung mit verschiedenen Konzentrationen RNA-T r FUB
Aptamer und RNA-Kontrollaptamer (10 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM) behandelt und
anschlieRend die Genexpression von HSP70 (A) und T N F (B) analysiert.

(A) Die mRNA-Expression von HSP70 wurde durch die Behandlung mit 500nM T r FUB
Aptamer signifikant um den Faktor vier induziert (p<0,05). Das Kontrollaptamer |6ste
keine signifikanten Effekte aus.

(B) Die mRNA-Expression von T N F Wurde durch die Behandlung mit 200 nM (2,1-fach,
p<0,05) und 500 nM (p<0,05, Faktor 3) T r HABtamer signifikant induziert. Das
Kontrollaptamer erzeugte keine signifikanten Effekte.

Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test ANOVA Brown-
Forsythe and Welch, *=p<0.05, n=8.
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Analog zur QqRT-PCR wurde die Menge des HSP70-Proteins als
Zellstressmarker auch im WB untersucht, um toxische Auswirkungen der RNA-

T r HABtamer- oder BDNF-Behandlung auf Proteinebene zu erfassen (Abb. 8
A-C). Weder bei einer Behandlungszeit von 24 h noch bei 48 h mit dem T r FUB
Aptamer  oder BDNF kam es zu einer  Steigerung der
HSP70-Proteinmenge. Somit ergab sich auch hier kein Hinweis auf die
Induktion toxischer Effekte (p>0,05, Abb. 8 A-C). Weitergehend kam es sogar
zu einer signifikanten Reduktion dieses Zellstressmarkers nach 24 h Inkubation
mit 100 nM T r HBPBtamer und 100 ng/ml BDNF (p<0,05, Abb. 8 A).
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Abbildung 8: Die RNA-Tr sAptamerbehandlung reduziert die Menge des
Zellstressmarkers HSP70 signifikant
Retinale Explantate wurden nach 24 h Kultivierung mit RNA-Tr Hu#Bptamer (10 nM, 100 nM)
und BDNF (10 ng/ml, 100 ng/ml) in verschiedenen Konzentrationen fur 24 h (A) und 48 h (B)
behandelt und die Menge von HSP70 mittels WB uberpruft.
(A) Nach 24 h Behandlung mit Tr HuBptamer 100 nM kam es zur signifikanten Reduktion
der HSP70-Menge. BDNF reduzierte ebenfalls signifikante die Menge bei 100 ng/ml.
(B) Nach 48 h Behandlung mit Tr HuBptamer und BDNF konnte keine signifikanten
Verédnderungen in der HSP70-Menge festgestellt werden.

(C) Western Blot von HSP70: Die HSP70 Banden sind hier in Grin bei 70 kDa zu sehen,
darunter in Rot befinden sich die Referenz-Banden von ActinB in Rot bei 45 kDa.
Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test ANOVA Brown-

Forsythe and Welch, *=p<0,05, n=6.
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Zusammenfassend fihrte die Behandlung mit 100 nM RNA-T r HbBtamer zu
einer effektiven Rezeptoraktivierung, da die signifikanten Induktionen der
Expression zellspezifischer Marker und Wachstumsfaktoren nachgewiesen
werden konnten. Zudem ldste eine Konzentration von 100 nM keine toxischen
Effekte in der Netzhaut aus, da es zu keiner Induktion der Expression von
Zellstressmarkern kam (Abb. 5-8). Hohere Konzentrationen (200 nM, 500 nM)
|6sten hingegen Zellstress aus und erwiesen sich somit als therapeutisch
ungeeignete Aptamerkonzentrationen. Somit wurde die Konzentration von
100 nM in den folgenden Arbeitspaketen als bevorzugte RNA-Aptamer-

Konzentration verwendet.

Die Behandlung mit dem RNA-Kontrollaptamer loste durchweg keine
signifikanten Anderungen in der Expression der analysierten Marker aus. Bei
einer Konzentration von 500 nM konnten jedoch leichte Steigerungen in der
mRNA-Expression, vor allem bei CNTF und TNFU, beobachtet werden. Diese
lassen sich auf eine schwache unspezifische Bindung und Aktvierung des
Rezeptors und leichte toxische Effekte zurtickfihren (Abb. 5, 7).

3.1.3 Viabilitat der Mullerzellen ist abhé&ngig von der RNA-T r HUB
Aptamer-Konzentration
Eine weitere Absicherung, dass die Aptamer-Behandlung keine toxischen
Effekte in der Retina bewirkt, wurden die verschiedenen RNA-T r FUB
Aptamerkonzentrationen erganzend auf MZ getestet. Dazu wurden MZ
ausgesat und nach 24 h mit BDNF, dem RNA-T r HaBtamer oder dem
RNA-Kontrollaptamer behandelt. Als positive Kontrolle wurde die Behandlung
mit BDNF eingesetzt (1 ng/ml, 10 ng/ml und 100 ng/ml), da BDNF als
endogener Wachstumsfaktor nachweislich den T r HBBzeptor aktiviert und die
damit verbundenen Signalwege aktiviert [43]. Nach 24 h Behandlungszeit
wurden zur Untersuchung der Viabilitat der MZ deren metabolische Aktivitat und
die Zellzahl gemessen. Diese wurden dann miteinander ins Verhéaltnis gesetzt
(Ratio, Abb. 9 A, B). Die Behandlung mit den verschiedenen BDNF-
Konzentrationen fihrte zu einer signifikant erhdhten Viabilitat der Gberlebenden
MZ im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (1,5-fach bis 2-fach, p<0,001,
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Abb. 9 A). Eine Behandlung mit 100 nM und 200 nM RNA-TrHUBAptamer
steigerte, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, signifikant die Viabilitat der
MZ (1,5-fach, p<0,001, Abb. 9 B). In Kombination mit den Ergebnissen der
gRT-PCR erwies sich daher die Konzentration von 100 nM T r HiPBtamer als

wirksam und vertraglich in der Retina und separat auch in MZ.

Da die Behandlungen mit 10 ng/ml BDNF und 100 nM RNA-T r HaBtamer die
Viabilitdt der Uberlebenden Zellen am starksten steigerten, wurden diesen
Konzentration auch in den folgenden Arbeitspaketen bevorzugt verwendet
(p<0,001, Abb. 9 A, B).
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Abbildung 9: Die Behandlungen mit dem RNA-Tr aAptamer und BDNF steigern die

Zellviabilitat von Mullerzellen signifikant

MZ wurden nach 24 h Kultivierung mit verschiedenen Konzentrationen BDNF (A) (1 ng/ml,

10 ng/ml, 100 ng/ml) und RNA-T r HdBtamer (B) (10 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM) fir 24 h

behandelt und anschliel3end die Viabilitdt mittels MTS und die Zellzahl Gberprift.

(A) Die Behandlung mit BDNF flhrte in allen Konzentrationen zu einer gesteigerten metabolen
Aktivitat, was fir eine erhthte Viabilitdt spricht. Die starkste Induktion erfolgt durch die
Behandlung mit 10 ng/ml BDNF (2,2-fach, p<0,001).

(B) Die Behandlung mit T r HiBtamer steigerte signifikant die Viabilitéat der Uberlebenden MZ. Die
st2arkste I ndukti on erfolgte d ur c-Aptander €1,7-f&ch,
p<0,001).

Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test Ordinary one-way

ANOVA, *=p<0.05; **=p<0.01; **=p<0, n=12.

3.2 Zeitlicher Ablauf der T r Hi&zeptor-Aktivierung

Der Transmembranrezeptor T r HuBesitzt verschiedene Liganden, wie
beispielsweise BDNF, Neurotrophin-3 und Neurotrophin-4 [69]. Wahrend BDNF,
als voller Agonist, zur maximalen Aktivierung der Signalwege des Rezeptors
fuhrt stellt das T r HBPBtamer hingegen einen partiellen Agonisten dar und fuhrt
in der Theorie nur zur submaximalen Aktivierung des Rezeptors (Abb. 2). In

diesem Arbeitspaket sollte folglich geklart werden, welchen Einfluss die Bindung
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des Aptamers an den T r HBBzeptor hat und wie der zeitliche Ablauf der
Rezeptoraktivierung ist. In anderen Untersuchungen des T r FBBzeptor
bezlglich seiner Regulation und Reaktion auf Ligandenbindung konnte
beobachtet werden, dass es durch die Bindung physiologischer Rezeptor-
liganden, wie BDNF, zur Internalisierung von T r Hs@m [30]. Um zu Uberprifen,
ob das verwendete RNA-T r HiPtamer ebenfalls eine Internalisierung
induzieren kann, wurden retinale Explantate mit dem T r HBtamer und BDNF
in verschiedenen Konzentrationen fir 24 h und 48 h behandelt. Im Anschluss
erfolgten die Analysen der Expression verschiedener Proteine mittels Western
Blot (Abb. 10).
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Abbildung 10: Versuchsaufbau-Schema Isolation retinaler Stanzen und Untersuchung
mittels WB

Retinale Stanzen wurden isoliert und fur 24 h kultiviert. Daraufhin wurden sie mit dem
RNA-T r HBtamer (10 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM) und BDNF (10 ng/ml, 100 ng/ml, 200
ng/ml, 500 ng/ml) in verschiedenen Konzentrationen fur 24 h behandelt. Die Untersuchung der
Expression verschiedener Proteine erfolgte mittels WB.

Erstellt mit BioRender.com

3.2.1 Die Behandlung mit dem RNA-T r Héptamer fuhrt zur
Rezeptorinternalisierung

Als primarer Marker beziglich der Rezeptorinternalisierung wurde T r HIB
verwendet. Eine signifikante Reduktion der relativen Proteinmenge durch die
Behandlung spricht fir eine Internalisierung des Rezeptors nach Liganden-
bindung. Nach einer Behandlungszeit von 24 h mit dem RNA-T r Hbptamer
(20 nM, 100 nM) und BDNF (10 ng/ml, 100 ng/ml) konnte keine Reduktion der
T r HRpression und somit keine Internalisierung des Rezeptors beobachtet

werden. Es kam hingegen zur signifikanten Induktion der T r FHERpression
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durch 10 ng/ml BDNF (2,5-fach, p<0,01, Abb. 11 A) und 100 nM T r HBPBtamer
(2-fach, p<0,05, Abb. 11 A). Nach 24 h Behandlungszeit konnten somit weder
der endogene Ligand BDNF noch das Aptamer eine Internalisierung von T r HUB
bewirken. Nach einer Behandlungszeit von 48 h mit 100 nM RNA-T r Hbptamer
und 100 ng/ml BDNF zeigte sich hingegen eine signifikante Reduktion der
T r HBBzeptor Expression (p<0,01, Abb. 11 B). Dies lasst die Schlussfolgerung
zu, dass T r HsBwohl durch die Bindung des vollen Agonisten BDNF als auch
durch das RNA-T r HBBtamer, einen partiellen Agonisten, nach 48 h

Behandlungsdauer internalisiert werden kann (Abb. 11 B).
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Abbildung 11: Die RNA-T r aAptamerbehandlung fuhrt nach 48 h zur Rezeptor-
Internalisierung
Die Behandlung mit RNA-Tr HusSptamer 100 nM und BDNF 10 ng/ml steigert nach 24 h
signi fi k a-MéngedNaeh 49 n kdrBmt es mit Tr H#Bptamer 100 nM und BDNF 100
ng/ml zur Internalisierung des Rezeptors. Retinale Explantate werden nach 24 h Kultivierung
mit RNA-Tr Hu#8ptamer (10 nM, 100 nM) und BDNF (10 ng/ml, 100 ng/ml) fir 24 h (A) und
48 h (B) behandelt. Daraufhin wird die Tr HBxpression mittels WB Uberprift (C).
(A) Nach 24 h fihrt die Behandlung mit Tr Hu8ptamer 100 nM (2-fach, p<0,05) und BDNF
10 ng/ml (2,5-fach, p<0,01) zur signifikanten Induktion der Tr HiBenge.
(B) Nach 48 h fuhrt die Behandlung mit Tr H#8ptamer 100 nM und BDNF 100 ng/ml zur
signifikanten Reduktion der Tr Hienge (p<0,01).
(C) Western Blot von T r HIB . D-BanderT sinduB Grin bei 130 kDa dargestellt. Auf
der Hohe von 45 kDa sind die roten Banden des Referenzprotein ActinB visualisiert .
Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test ANOVA Brown-
Forsythe and Welch, *=p<0.05; **=p<0.01, n=8.
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3.22DasRNA-Tr HBpt amer f ¢hrt zur Akt
Signalwege
Im néchsten Schritt wurde der Einfluss des RNA-T r HoBtamers auf die
Rezeptor-Signalwege untersucht, indem das Verhdltnis von Akt und pAkt als
Zielproteine und Marker der Signalweg-Aktivierung analysiert wurden (Vergleich
Abb. 2). Um zu analysieren, ob die Behandlung mit dem RNA-T r HiBtamer
(20 nM und 100 nM) bzw. BDNF (10 ng/ml und 100 ng/ml) zu vermehrt
phosphoryliertem und daher aktiviertem Akt fihrt, wurden die retinalen Stanzen

24 h mit diesen Konzentrationen inkubiert.

Bevor die behandelten Explantate auf die Expression anderer Proteine des
Signalweges untersucht wurden, erfolgte eine Erfassung des Grundzustands.
Hierflir wurden retinale Explantate 24 h kultiviert und im Anschluss direkt, ohne
Behandlung, zur Analyse eingefroren. Das Grundlevel der Proteinmenge wurde
al s A Z e(hfi hetitett KAbb. 12). Im Grundzustand, ohne Behandlung,
konnte eine signifikant héheres Verhaltnis von Akt zu pAkt ausgemacht werden
(3-fach, p>0,001). Somit war der Signalweg ohne Behandlung inaktiv und das
Zielprotein Akt weitestgehend unphosphoryliert (Abb. 12).
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Abbildung 12: Die Proteinmenge an inaktivem Akt ist zum Zeitpunkt Oh signifikant héher als
die Proteinmenge des aktivierten pAkt

Retinale Explantate wurden nach 24 h Kultivierung unbehandelt eingefroren und die Menge
verschiedener Proteine mittels WB Uberpruft.

Im Anschluss daran erfolgte die Behandlung der Explantate mit BDNF und dem
RNA-T r Haptamer fur 24 h und die Analyse des Signalwegmarkers (p)Akt. Die
Behandlung mit 10 ng/ml BDNF, sowie 100 nM T r HBPBtamer fihrten nach 24 h

zu einem signifikant hoherem pAkt/Akt-Verhaltnis (BDNF: 4-fach, p<0,05;
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T r HBBtamer: 2,5-fach, p<0,05), verglichen mit dem Grundzustand (Abb. 12,
13 A). Folglich wurde durch die Behandlung mit 100 nM RNA-T r H3Btamer fur
24 h der Signalweg induziert, da Akt phosphoryliert und damit aktiviert wurde.
Behandlungen mit 10 nM T r HaBtamer und 100 ng/ml BDNF konnten
innerhalb von 24 h keine signifikante Phosphorylierung von Akt hervorrufen
(p>0,05, Abb. 13 A).

Die Behandlung tber 48 h erbrachte ebenfalls eine signifikante Steigerung des
pAkt/Akt-Verhaltnisses mittel der Behandlung mit 10 nM und 100 nM RNA-T r FUB
Aptamer (4-fach, p<0,05, Abb. 13 B). Jedoch waren bei dieser langeren
Behandlungszeit schon 10 nM des Aptamers ausreichend fiir eine Aktivierung
des Signalweges, da hier bereits eine signifikante Steigerung des pAkt/Akt-
Verhaltnisses zu verzeichnen war (6-fach, p<0,001, Abb. 13 B). Akt wurde
folglich bereits durch die niedrigere T r HBtamer-Konzentration von 10 nM

phosphoryliert und der Signalweg aktiviert.
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A pAkt/Akt 24h B pAKkt/Akt 48h

M xx

rel. Proteinmenge
rel. Proteinmenge

pAkt

50kDa Akt 60kDa

45kDa ActinB  45kDa

ActinB

Abbildung 13: Die Behandlung mit dem RNA-Tr aMBpt amer f ¢shrt zur -
Signalwegaktivierung tber (p)Akt

Retinale Explantate wurden nach 24 h Kultivierung mit RNA-Tr HuBptamer (10 nM, 100 nM)
und BDNF (10 ng/ml, 100 ng/ml) in verschiedenen Konzentrationen fur 24 h (A) und 48 h (B)
behandelt und die Menge von pAkt und Akt mittels WB bestimmt. Dargestellt ist das Verhaltnis
von aktiviertem pAkt zu inaktivem Akt.

(A) Nach 24 h Behandlung mit Tr HuBptamer 100 nM (p<0,05, Faktor 2,5) und BDNF
10 ng/ml (p<0,05, Faktor 4) kam es zur signifikanten Steigerung der Menge von pAkt
im Verhaltnis zu Akt und damit zur Signalwegaktivierung.

(B) Nach 48 h Behandlung mit Tr H#Sptamer 10 nM (p<0,001, Faktor 6) und 100 nM
(p<0,05, Faktor 4,3) kam es zur signifikanten Steigerung der Menge von pAkt im
Verhaltnis zu Akt und damit zur Signalwegaktivierung. Die Behandlung mit BDNF
induzierte keine signifikanten Veranderungen der Menge.

(C) Western Blots von Akt: Nachweis von Akt im Western Blot bei 50 kDa, hier in Grn.
Unterhalb davon, bei 45 kDa, sind die Banden von ActinB, als Referenz, dargestellt.

(D) Western Blot pAkt: Nachweis der aktivierten/phosphorylierten Form von Akt (pAkt) bei
60 kDa, ebenfalls in Grin dargestellt. Die roten Banden bei 45 kDa visualisieren zu
ActinB.

Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test ANOVA Brown-
Forsythe and Welch, *=p<0,05, **=p<0,01, **=p<0.001, n=6.

Im Folgenden wurde die Proteinmenge zellspezifischer Marker untersucht, um
zu erfassen, welche Effekte die T r HBRtivierung auf die einzelnen
Zellpopulationen der Retina hat. Die Photorezeptoren, im Speziellen die Zapfen,
wurden Uber die Menge einer ihrer spezifischen Marker S-Opsin untersucht

(Abb. 14 A). Nach einer Behandlungszeit von 24 h konnte eine signifikante
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Steigerung der Proteinmenge durch die Behandlung mit 100 nM
RNA-T r HBBtamer (3-fach, p<0,05) beobachtet werden (Abb. 14 A). Bei einer
Behandlungsdauer von 48 h zeigte sich bei 10 nM T r H3Btamer ein
signifikanter Anstieg (3-fach, p<0,01, Abb. 14 B), wahrend die Behandlungen
mit 100 nM T r HoPBtamer und beide BDNF-Behandlungen keine signifikante
Erhdhung der S-Opsin-Menge bewirkten (p>0,05, Abb. 14 A,B).
Zusammenfassend profitierten die Zapfen von der Behandlung mit dem
T r HBBtamer. Fur die kirzere Behandlungszeit von 24 h erwies sich die
Konzentration von 100 nM und fur langere Behandlungen Uber 48 h die

Konzentration von 10 nM des RNA-T r H3Ptamers als besonders wirksam.

Die RGZ wurden mittels des Markers TUBB3 untersucht. Eine signifikante
Steigerung in der relativen Proteinmenge durch 100 nM des RNA-Aptamers
wurde fir 24 h nachgewiesen (1,5-fach, p<0,01, Abb. 14 C). BDNF konnte
hingegen keine signifikante Steigerung der Expression des RGZ-Markers
bewirken (p>0,05, Abb. 14 C). Nach 48 h wurde ebenfalls eine signifikante
Steigerung in der TUBB3-Expression durch die Behandlung mit 10 nM
T r HBBtamer (3-fach, p<0,05, Abb. 14 D) und 100 nM T r H3Ptamer erreicht
(2-fach, p<0,001, Abb. 14 D). Analog zum pAkt/Akt-Verhaltnis war bei einer
Behandlungszeit von 48 h die niedrige Konzentration von 10 nM des
T r HBBtamers ausreichend fur einen signifikanten Effekt. 100 nM bewirkten
bereits nach 24 h Behandlungsdauer einen signifikanten Effekt. Die Unter-
suchung der Menge retinaler zellspezifischer Marker zeigte somit, dass die
Aktivierung des T r F8Rnalwegs durch das RNA-T r HBBtamer auch auf
Proteinebene signifikante Effekte auf retinale Neuronenpopulationen erzielen

kann.
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Abbildung 14: Die Behandlung mit dem RNA-T r aAptamer steigert signifikant die
Proteinmenge der zellspezifischen Marker S-Opsin und TUBB3

Retinale Explantate wurden nach 24 h Kultivierung mit RNA-Tr H#Sptamer (10 nM, 100 nM)
und BDNF (10 ng/ml, 100 ng/ml) in verschiedenen Konzentrationen fir 24 h (A,C) und 48 h
(B,D) behandelt und die Menge von S-Opsin und TUBB3 mittels WB tberprift.

(A) Nach 24 h Behandlung mit Tr H#Bptamer 100 nM kam es zur signifikanten Steigerung
der S-Opsin-Menge (p<0,05, Faktor 3). BDNF loste keine signifikanten Steigerungen
der Menge aus.

(B) Die Tr HuBptamer Behandlung mit 10 nM fur 48 h fuhrte zur signifikanten Induktion der
S-Opsin-Menge (p<0,01, Faktor 3). Die Behandlung mit BDNF induzierte erneut keine
signifikanten Veranderungen der Menge .

(C) Nach 24 h Behandlungszeit mit Tr HuBptamer 100 nM konnte eine signifikante
Induktion der TUBB3-Menge beobachtet werden (p<0,01, Faktor 1,5). Die BDNF-
Behandlung fuhrte weiterhin zu keinen signifikanten Veranderungen in der Expression.

(D) Die Behandlung mit dem Tr H#ptamer 10 nM und 100 nM fir 48 h konnte eine
signifikante Steigerung der Menge von TUBB3 erzeugen. Die Steigerung war durch
100 nM Tr HuBptamer signifikanter (p<0,001Faktor 1,5), als durch 10 nM Tr HuBptamer
(p<0,05, Faktor 3). Die Behandlung mit BDNF induzierte auch hier keine signifikanten
Veranderungen in der TUBB3-Menge.

(E) Nachweis von TUBB3 im Western Blot bei 55 kDa, hier Griin dargestellt. In Rot bei
45 kDa sind die Banden von ActinB visualisiert.

(F) Nachweis von Opsin mittels Western Blot in Grin bei 55 kDa. Ebenfalls darunter, bei
45 kDa, ist in Rot ActinB als Referenz dargestellt.

Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test ANOVA Brown-
Forsythe and Welch, *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0.001, n=6.
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3.3 Vergleich des RNA- mit dem DNA-T r Htptamer

Das in den vorangegangenen Versuchen verwendete RNA-T r HABtamer
wurde von Huang et al. im Zuge von Forschungen an neurodegenerativen
Erkrankungen im Mausehirn entwickelt. Es bindet spezifisch an T r HiBd wirkt
dort als partieller Agonist. Durch verschiedene Modifikationen ist es stabilisiert,
um seine spezifische Faltung zu bewahren und den Abbau durch RNAsen zu
verhindern [43]. Neben RNA-Aptameren gibt es jedoch auch die Mdglichkeit
DNA als Grundstruktur zu verwenden. RNA-Aptamere sind teurer in der
Herstellung und sie kénnen von Zellen nicht selbst synthetisiert werden. Ein
DNA-Aptamer hingegen bietet den Vorteil, dass es gunstiger in der Herstellung
ist und Uber Vektoren in Zellen eingebracht und von diesen selbst hergestellt
werden kann [47]. Deshalb wird in dieser Doktorarbeit auch ein bisher nicht
getestetes DNA-T r HBBtamer integriert und mit dem RNA-T r HBtamer
bezlglich seiner Wirkung verglichen. Das DNA-T r HBBtamer unterscheidet
sich in seiner Grundstruktur und Sequenz vom bisher verwendeten
RNA-Aptamer, ist jedoch ebenfalls ein hochspezifischer Agonist an TrHUB Seine

genaue Faltung und Effekte an TrHuBsind bisher unbekannt.

3.3.1 Vergleich der Signalwegaktivierung durch das RNA- und
DNA-T r Hétptamer

Retinale Explantate wurden fiir den Aptamervergleich entnommen, kultiviert und

nach 24 h mit 100 nM, 200 nM und 500 nM des DNA-T r HBBtamers flr 24 h

behandelt. Als Referenzsubstanz wurde auch hier ein Kontrollaptamer

verwendet. Die Untersuchung der Expression verschiedener Gene erfolgte

mittels qRT-PCR (Abb. 15).
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Abbildung 15: Schematischer Versuchsaufbau Isolation retinaler Stanzen und
Untersuchung mittels qRT-PCR

Retinale Explantate wurden nach 24 h Kultivierung mit DNA-Tr H#8ptamer (100 nM, 200 nM,
500 nM) in verschiedenen Konzentrationen behandelt und die Expression verschiedener Gene
mittels qRT-PCR uberpruft.

Erstellt mit BioRender.com

Analog zu 3.1. wurden auch in diesem Arbeitspaket drei gro3e Gruppen an
Markerexpressionen mittels gRT-PCR untersucht. Zum einen die
Wachstumsfaktoren BDNF und CNTF, die als Downstream-Targets durch die
Behandlung induziert werden (Vergleich Abb. 2, Abb. 16 A, B). Zum anderen
wurden zellspezifische Marker, wie GFAP (Abb. 17) fir die Gliazellen, Opsin fur
die Zapfen, und TUBB3 fur die RGZ (Abb. 18), sowie die Zellstressmarker
TNFU, IL-1b und HSP70 (Abb. 18) beziiglich ihrer Expression untersucht.

Durch die Behandlung mit 100 nM DNA-Tr Hus8ptamer wurde die
MRNA-Expression beider Wachstumsfaktoren BDNF und CNTF signifikant
induziert (5-fach, p<0,05, Abb. 16 A, B). Es kam somit zu einer Aktivierung des
Rezeptors und seiner Signalwege durch die Behandlung mit 100 nM des
DNA-Tr H#Bptamers. Wurden die retinalen Explantate jedoch mit hdheren
Konzentrationen inkubiert (200 nM und 500 nM) konnten gegenteilige Effekte
beobachtet werden. Sowohl die mRNA-Expression von BDNF als auch von
CNTF wurde signifikant reduziert (p<0,05, Abb. 16 A, B). Diese Konzentrationen
des DNA-Aptamers aktivierten den T r F8BJnalwegs somit nicht effektiv.
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Das RNA-Aptamer hatte bei einer Konzentration von 100 nM vergleichbare
Effekte auf die BDNF- und CNTF-Expression. Diese Konzentration konnte eine

effektive Signalwegaktivierung induzieren (Vgl. 3.1).
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Abbildung 16: Die DNA-T r aAptamerbehandlung fihrt zur signifikanten Induktion der
MRNA-Expression der Wachstumsfaktoren BDNF und CNTF

Retinale Explantate wurden nach 24 h Kultivierung mit DNA-T r HiBtamer (100 nM, 200 nM,
500 nM) in verschiedenen Konzentrationen behandelt und die mRNA-Expression der
Wachstumsfaktoren BDNF (A) und CNTF (B) mittels gRT-PCR Uberprift.

A) Durch die Behandlung mit 100 nM DNA-T r HiBtamer wurde die mRNA-Expression
von BDNF signifikant gesteigert (p<0,05, 5-fach). Hohere Konzentrationen des
Aptamers fuhrten zu einer signifikanten Reduktion der Wachstumsfaktor-Expression
(p<0,05).

B) Durch die Behandlung mit 100 nM DNA-T r HdBtamer wurde die mMRNA-Expression
von CNTF signifikant gesteigert (p<0,05, 5-fach). Hohere Konzentrationen konnten
die Wachstumsfaktor-Expression nicht signifikant steigern (p>0,05).

Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test ANOVA Brown-
Forsythe and Welch, *=p<0,05, **=p<0,01, n=8.

3.3.2 Vergleich der Effekte der beiden Aptamere auf retinale
Zellpopulationen

Im nachsten Schritt wurden die oben bereits eingefuhrten zellularen Marker ftr

die verschiedenen Zellpopulationen untersucht, um die Wirkung des

DNA-Aptamers auf die einzelnen Zellpopulationen der Retina zu untersuchen.

Die Ergebnisse des DNA-T r HBBtamers wurden dann mit den in 3.1 und 3.2

aufgezeigten Wirkungen des RNA-T r HaBtamers verglichen.

GFAP, als Marker fur die retinalen Gliazellen, wurde durch die Behandlung mit
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100 nM DNA-T r HBPBtamer fur 24 h signifikant gesteigert (5-fach, p<0,05,
Abb. 17). Dabei lag die Induktion unter der gesteigerten Expression durch das
RNA-T r HBBtamers (13-fach, p<0,01, Vgl. Abb. 6). Eine Induktion der
GFAP-Expression spricht fur eine Aktivierung der MZ und Astrozyten [70] und
somit fur eine Aktivierung der Zellen mittels T r FHRBzeptor. Bei den
Konzentrationen 200 nM und 500 nM liel3en sich hingegen keine signifikanten
Effekte beobachten (p>0,05, Abb. 17). Unabhangig von der Grundstruktur
zeigten beide Aptamere das Potenzial die MZ zu aktivieren.
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Abbildung 17: Die DNA-T r aAptamerbehandlung fuhrt zur signifikanten Induktion der
MRNA-Expression des Gliazellmarkers GFAP 24 h nach Behandlung
Retinale Explantate wurden nach 24 h Kultivierung mit DNA-Tr HuBptamer (100 nM, 200 nM,
500 nM) in verschiedenen Konzentrationen behandelt und die mRNA-Expression des
zellspezifischen Markers GFAP fir retinale Ganglienzellen mittels gRT-PCR Uberprift.
Durch die Behandlung mit 100 nM DNA-Tr H#8ptamer wurde die mRNA-Expression
von GFAP signifikant gesteigert (p<0,05, 5-fach). Hohere Konzentrationen des
Aptamers flihrten zu keiner signifikanten Steigerung der Expression.
Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test ANOVA Brown-
Forsythe and Welch, *=p<0,05, n=8.

Der RGZ-Marker TUBB3 wurde, basierend auf den bisherigen Daten zur
100 nM Aptamerkonzentration, nur bei dieser DNA-Aptamer-Konzentration
untersucht. Die Behandlung mit dem DNA-T r H3Btamer fuhrte dabei zu einem
signifikanten Anstieg der mRNA-Expression (p<0,001, Abb. 18 A), was fur eine
unterstitzende Wirkung der Aptamerbehandlung auf die RGZ spricht.
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Zudem wurde eine Sorte der Zapfen, die S-Zapfen fir blaues Licht, durch den
Marker S-Opsin untersucht. Die Opsin-Expression wurde signifikant durch die
100 nM DNA-T r HBBtamer Behandlung fur 24 h induziert (3,8-fach, p<0,001,
Abb. 18 B). Auch die Konzentration von 500 nM fiihrte hier zu einer
signifikanten Steigerung (5,6-fach, p<0,01, Abb. 18 B). Lediglich die
Behandlung mit 200 nM fir 24 h loste einen gegenteiligen Effekt aus und
reduzierte die mRNA-Expression signifikant (p<0,05, Abb. 18 B). Diese
Ergebnisse waren mit den Effekten des RNA-T r HBBtamers vergleichbar

(Abb. 6), wodurch auch hier beide Aptamer-Behandlungen ahnliche Wirkungen

zeigten.
A TUBB3 24h B S-Opsin 24h
* %k
! *
* %k .
7] . 0 . :
b1 . s 0 . : oo
600+ . O 64 . :
5 - s : : o] °
i 400- L . W 44 s : * .
< : -9 ‘! . °
Z : —_ rd Y
oY 200 : €2 =
E. . ¢ (1] E oo
TI-, 0 ht - T ] E
3
& QQ(§\ &
& < & Y
N &
& &
il o* ¥y
& & ¢

Abbildung 18: Die DNA-T r sAptamerbehandlung fuhrt zur signifikanten Induktion der
MRNA-Expression der zellspezifischen Marker TUBB3 und S-Opsin

Retinale Explantate wurden nach 24 h Kultivierung mit DNA-Tr Hu#8ptamer 100 nM behandelt
und die mMRNA-Expression der zellspezifischen Marker TUBB3 (A) fir retinale Ganglienzellen
und S-Opsin (B) fir s-Zapfen mittels qRT-PCR Uberprift.

(A) Durch die Behandlung mit 100 nM DNA-Tr HuBptamer wurde die mRNA-Expression
von TUBBS signifikant gesteigert (p<0,001, Faktor 500).

(B) Durch die Behandlung mit 100 nM DNA-Tr HuBptamer wurde die mRNA-Expression
von S-Opsin signifikant gesteigert (p>0,001, 3,8-fach). Auch die hochste Konzentration
mit 500 nM fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der Marker-Expression (p<0,01,
5,6-fach). 200 nM des DNA-Tr H#Bptamers hingegen senken die Expression von
S-Opsin signifikant (p<0,05).

Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test ANOVA Brown-
Forsythe and Welch, *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001, n=6, n=8.
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3.3.3 Vertraglichkeitstest des DNA-T r Héptamers

Aufgrund der Tatsache, dass das DNA-T r HBBtamer in dieser Doktorarbeit
erstmalig getestet wurde, war eine Untersuchung auf mogliche toxische Effekte
der Behandlung wichtig. Als  Zellstress-Indikatoren  wurden  die
mRNA-Expressionen von HSP70, IL-16 und TNFU untersucht. Die Behandlung
mit DNA-T r H3Btamer 100 nM fur 24 h zeigte keine Induktion dieser Marker
und somit keine toxischen Effekte (p<0,05, Abb. 19 A-C). Die TNFU-Expression
konnte zudem durch die Behandlung mit 100 nM DNA-Aptamer signifikant
reduziert werden (p<0,01, Abb. 19 C). Diese Konzentration induzierte somit

keine toxischen Effekte, sondern erwies sich als potenziell neuroprotektiv.

Die Behandlung mit 200 nM DNA-T r H8Ptamer ergab hingegen eine
signifikante  Induktion der HSP70- und IL-1b-Expression (p<0,01,
HSP70: 3,6-fach, IL-1 b 2,6-fach, Abb. 19 A, B). Auch bei 500 nM DNA-T r HUB
Aptamer-Behandlung lie3 sich eine signifikante Induktion der HSP70-
Expression beobachten (p<0,05, 4,1-fach, Abb. 19 A). Das Kontrollaptamer
fuhrte zu keiner signifikanten Anderung der verschiedenen Genexpressionen
(p>0,05, siehe Abb. 19 A-C).
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Abbildung 19: Das DNA-T r aAptamer fuhrt in niedriger Konzentration zur Reduktion des
Zellstressmarkers T N F.lh hohen Konzentrationen kommt es zur signifikanten Induktion
der Zellstressmarkerexpression von HSP70 und IL-1b
Retinale Explantate wurden nach 24 h Kultivierung mit DNA-T r HiBtamer (100 nM, 200 nM,
500 nM) in verschiedenen Konzentrationen behandelt und die mMRNA-Expression der
Zellstressmarkers HSP70 (A), IL-1 B B) u n dC) miNelsdRT-PCR uberpriift.
(A) Durch die Behandlung mit 200 nM und 500 nM DNA-T r Hiptamer wurde die mRNA-
Expression des Zellstressmarkers HSP70 signifikant gesteigert (p<0,05, 3,6-fach).
100 nM DNA-T r HiBtamer zeigte keine signifikanten Effekte.
(B) Durch die Behandlung mit 200 nM DNA-T r HaBtamer wurde die mRNA-Expression
des Zellstressmarkers IL-1 b signifikant gesteigert (p<0,01, 2,6-fach). 100 nM und
500 nM DNA-T r HbPBtamer induzierte keine signifikanten Effekte.
(C) Durch die Behandlung mit 100 nM DNA-T r HBtamer wurde die mRNA-Expression
des Zellstressmarkers T N F dignifikant reduziert (p<0,01).
Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test ANOVA Brown-
Forsythe and Welch, *=p<0,05, **=p<0,01, n=8.

Vergleicht man die oben genannten Ergebnisse mit den in 3.1. vorgestellten
Daten des RNA-T r HBBtamers, so zeigt sich, dass sowohl das DNA-, als auch
das RNA-T r HBBtamer fiur eine Behandlungszeit von 24 h die besten
Ergebnisse bei einer Konzentration von 100 nM erzielten. Beide Aptamere
induzierten dabei signifikant die Expression von Downstream-Targets wie BDNF
(Abb. 5 A, 16 A) und steigerten signifikant die mMRNA-Expression verschiedener
retinaler Zellmarker, wie Opsin (Abb. 6 B; 18 A). Zellstress wurde hierbei nicht

ausgeldst (Abb. 7, 19).
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3.4 Neuroprotektiver Effekt des RNA-T r Héptamers im BL-
Stressmodell

Oxidativer Stress spielt in der Pathogenese neurodegenerativer Erkrankungen
des Auges, wie AMD und RP, eine zentrale Rolle. Um das Aptamer bezuglich
seiner neuroprotektiven Wirkung unter oxidativem Stress in vitro zu testen,
wurde ein BL-Stressmodell verwendet. Wie bereits in 2.19 beschrieben kann
die energiereiche Strahlung von BL zur Bildung von ROS und damit zu

Zellstress fuhren.

Retinale Explantate wurden fur 1 h bzw. 2 h mit BL bestahlt und im Anschluss
mit 100 nM RNA-T r H8Btamer, 100 nM Kontrollaptamer und 10 ng/ml BDNF
fur 24 h behandelt. In diesem Arbeitspaket wurde nur das RNA-T r HiBtamer
zur Behandlung verwendet, da Uber seine Wirkung und Vertraglichkeit in der
Retina mehr Voruntersuchungen erfolgten als beziglich des DNA-Aptamers.
Die Untersuchung des neuroprotektiven Effekts erfolgte mittels qRT-PCR,
Western Blot und verschiedener Assays (TUNEL, 3D-Viabilitatsassay,
3D-Caspase-3/7-Assay) an retinalen Explantaten (Abb. 20).

Aufgrund der in 1.1 genannten Eigenschaften und Funktionen wurden die MZ in
diesem Abschnitt der Doktorarbeit separat zu den restlichen retinalen Zellen
untersucht. Hierfir wurden primére porcine MZ kultiviert und far 1,5 h mit
30 mW/cm? Blaulicht bestrahlt. Im Anschluss erfolgte ebenfalls die Behandlung
mit dem T r HABtamer und BDNF in verschiedenen Konzentrationen. Der
neuroprotektive Effekt wurde hier mittels MTS-Assay und KV-Farbung tberprift
(Abb. 21).

58



Ergebnisse

\\}% ‘TrKB—Aptamer
= ‘TrKB-KontroIIaptamer

\ GBDNF

BE fEEy il

i i Wil

gRT-PCR,
: Zellviabilitét,

. ’ Blaulicht g
Isolation retinaler Bestrahlung Behandlung WB, TUNEL

Stanzen

Oh 24h 26h 48h

Abbildung 20: Schema des Versuchsaufbaus des BL-Stressmodells und anschlieender

Behandlung mit dem RNA-T r Héfptamer

Retinale Explantate wurden nach 24 h Kultivierung fir 1 h und 2 h mit BL 30 mW/cm? bestrahlt
und im Anschluss mit Tr Hu8ptamer 100 nM und BDNF 10 ng/ml behandelt. Daraufhin erfolgte
eine erneute 24 h Kultivierung und im Anschluss wurde die Analyse der Expression

verschiedener Gene mittels gRT-PCR durchgeftihrt.
Erstellt mit BioRender.com
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Abbildung 21: Schema des Versuchsaufbaus Induktion von Zellstress in MZ mittels

BL-Bestrahlung und danach Behandlung mit RNA-T r Héptamer

Primare MZ wurden nach 24 h Kultivierung ftr 1 h und 2 h mit BL 30mW/cm? bestrahlt und
im Anschluss mit Tr Hu8ptamer 100 nM und BDNF 10 ng/ml behandelt. Daraufhin wurden
die Zellen erneut 24 h kultiviert und dann die Zellviabilitat mittels MTS und KV analysiert.

Erstellt mit BioRender.com

3.5 Behandlung im BL-Stressmodell

Im ersten Schritt wurde an retinalen Explantaten mittels 3D-Viabilitatsassay

Uberprift, ob die BL-Bestrahlung die Viabilitat der Netzhautzellen senken und

somit oxidativen Stress induzieren konnte. Des Weiteren wurde untersucht

inwiefern die Behandlung mit dem RNA-Tr H/8ptamer und BDNF einen
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protektiven Effekt auf die gestresste Retina hatte. Durch die Bestrahlung der
Netzhaute mit BL fUr 1 h bzw. 2 h konnte die Viabilitéat jeweils signifikant gesenkt
werden (p<0,01, Abb. 22). Dabei liel3 sich ein dosisabhangiger Effekt
nachweisen. Die langere Bestrahlungsdauer von 2 h fuhrte zu einer starkeren
Reduktion der Viabilitéat (Abb. 22).

Auf die BL-Bestrahlung folgte direkt die Behandlung der Explantate mit 100 nM
RNA-T r HBtamer oder 10 ng/ml BDNF. Diese erhohte jeweils signifikant die
Viabilitat der retinalen Zellen, verglichen mit den bestrahlten, aber
unbehandelten retinalen Explantaten (p<0,05, Aptamer: 2,5-fach, BDNF: 4-fach,
Abb. 22). Den starksten protektiven Effekt induzierte die Behandlung mit BDNF
10 ng/ml. Die Viabilitat konnte hier wieder auf das Level der Kontroll-Gruppe
(unbestrahlt, unbehandelt) ansteigen. Die Behandlung mit dem RNA-T r FUB
Aptamer hatte denselben Effekt, jedoch in schwacherer Auspragung. Diese
Ergebnisse wiesen auf einen neuroprotektiven Effekt der Behandlung
gestresster Netzhaute mit dem RNA-T r HABtamer und BDNF (Abb. 22).
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Abbildung 22: Die RNA-T r aAptamerbehandlung verhindert den durch BL induzierten
Zellviabilitasverlust
Retinale Explantate wurden nach 1 h und 2 h BL-Bestrahlung mit RNA-Tr Hu#8ptamer 100 nM
und BDNF 10 ng/ml behandelt. Daraufhin wurden die Zellen 24 h kultiviert und dann die
Zellviabilitat mittels Viabilitdtsassay analysiert.
Nach 1 h und 2 h BL-Bestrahlung sank die Zellviabilitat jeweils signifikant, wobei der Effekt
durch 2 h BL-Bestrahlung stérker ist (p<0,01). Durch die Behandlung mit Tr H#8ptamer
100 nM und BDNF 10 ng/ml nach 2 h BL-Bestrahlung konnte dies verhindert werden
(p<0,05, Aptamer: 2,5-fach, BDNF: 4-fach) im Vergleich zu den unbehandelten,
2 h bestrahlten Explantaten.
Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test ANOVA Brown-
Forsythe and Welch, *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001, n=12.

3.6 Retinaler Zellstress im BL-Stressmodell

Die genauere Untersuchung des protektiven Effekts des RNA-T r HiBtamer in
der gestressten Retina erfolgte mittels gRT-PCR und WB. Die relative
mRNA-Expression der Zellstressmarker iNos und TNFU wurde durch die
Bestrahlung retinaler Explantate mit BL fur 2 h jeweils signifikant gesteigert
(p<0,05, iNos: 2-fach, T N F: U,9-fach, Abb. 23 A, B). Die Behandlung mit 100
nM T r HAPtamer induzierte eine signifikante Reduktion der durch BL
induzierten Stressmarker (p<0,05) und zeigte somit einen neuroprotektiven
Effekt (Abb. 23 A-D). Die Behandlung mit 10 ng/ml BDNF konnte hingegen
lediglich die relative Proteinmenge von HSP70 signifikant reduzieren (p<0,001,
Abb. 23 C-D). Die Behandlung mit dem Kontrollaptamer 100 nM l6ste keine
signifikante Anderung der Expression der Zellstresssmarker iNos, TNFU und

HSP70 aus (p>0,05, Abb. 23 A-D).
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Abbildung 23: Die RNA-T r aAptamerbehandlung reduziert den durch BL induzierten
Zellstress in der Retina

Retinale Explantate wurden nach 2 h BL-Bestrahlung mit RNA-Tr Hu#Bptamer 100 nM,
Kontrollaptamer 100 nM und BDNF 10 ng/ml behandelt. Daraufhin werden die Zellen 24 h
kultiviert und dann die mRNA-Expression der Zellstressmarker iNos (A) und T N F (B), sowie
der WB (C) mit der Proteinmenge von HSP70 (D) analysiert.

(A) Nach 2 h BL-Bestrahlung stieg die iNos-Expression signifikant an (p<0,01, 1,6-fach).
Die darauffolgende Behandlung mit Tr Hu#Sptamer 100 nM konnte die Expression
wieder signifikant senken.

(B) Nach 2 h BL-Bestrahlung stieg die T N F-Ekpression signifikant an (p<0,05, 1,9-fach).
Die darauffolgende Behandlung mit Tr HuBptamer 100 nM wirkte diesem Effekt
entgegen.

(C) Western Blot von HSP70: Die HSP70 Banden sind hier in Griin bei 70 kDa zu sehen,
darunter in Rot befinden sich die Referenz-Banden von ActinB in Rot bei 45 kDa.

(D) Nach 2 h BL-Bestrahlung stieg die HSP70-Proteinmenge an (2,2-fach). Die
darauffolgende Behandlung mit Tr HuBptamer 100 nM konnte die Expression wieder
signifikant senken. Auch die Behandlung mit BDNF 10 ng/ml nach der BL-Bestrahlung
fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der HSP70-Expression.

Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test ANOVA Brown-
Forsythe and Welch, *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001, n=8.
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3.7 Expression zellspezifischer retinaler Marker nach BL-
Bestrahlung

Weitere Marker deren mRNA-Expression in der gestressten Retina untersucht
wurden waren GFAP (MZ), Rhodopsin (Photorezeptoren), PKCa (Bipolarzellen)
und Calretinin (Amakrinzellen). Die relative mRNA-Expression von GFAP,
einem Marker fur die Aktivierung von MZ, wurde durch die 24 h-Behandlung mit
100 nM RNA-T r HABtamer nach 2 h BL-Bestrahlung signifikant gesteigert
(10-fach, p<0,001, Abb. 24 A). Die Behandlung mit 10 ng/ml BDNF erhdhte
ebenfalls signifikant die GFAP-Expression (4-fach, p<0,01, Abb. 24 A). Eine
Induktion der GFAP-Expression deutet auf eine Aktivierung der MZ hin. Das
Kontrollaptamer hatte keine signifikanten Effekte auf die GFAP-Expression.
Rhodopsin, als Marker fiur die Stabchen in der Retina, ergab hingegen weder
durch die BL-Bestrahlung noch durch die darauffolgende Behandlung mit dem
Aptamer, Kontrollaptamer oder BDNF eine signifikante Anderung in der
MRNA-Expression (p>0,05, Abb. 24 B). Die relative mRNA-Expression von
PKCa wurde untersucht, um eine Aussage Uber eine retinale Neuronen-
population, die BPZ, treffen zu kénnen. Durch die BL-Bestrahlung konnte eine
signifikante Reduktion der PKCa-Expression erzielt werden, welche durch die
Behandlung mit 100 nM T r HBBtamer fur 24 h nicht nur riickgéngig gemacht
werden konnte, sondern sogar eine signifikante  Steigerung der
MRNA-Expression im Vergleich zur BL-Gruppe, induzierte (2-fach, p<0,001,
Abb. 24 C). Durch die Behandlung mit 10 ng/ml BDNF und 100 nM
Kontrollaptamer konnten hier keine signifikanten Ergebnisse beobachtet werden
(p>0,05, Abb. 24 C). Calretinin, als Marker fur die Amakrinzellen, wurde analog
zu PKCa signifikant durch die BL-Bestrahlung reduziert (p<0,05, Abb. 24 D) und
durch die darauffolgende Behandlung mit 100 nM Aptamer wieder auf das
Ausgangsniveau gehoben (3,2-fach, p<0,001, Abb. 24 D). Auch hier zeigten
BDNF und das Kontrollaptamer keine signifikanten Anderungen in der
MRNA-Expression von Calretinin (p>0,05, Abb. 24 D).
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Abbildung 24: Das RNA-T r sAptamer steigert die mRNA-Expression zellspezifischer
Marker nach BL-Bestrahlung

Retinale Explantate werden nach 2 h BL-Bestrahlung mit RNA-Tr Hu#Bptamer 100 nM,
Kontrollaptamer 100 nM und BDNF 10 ng/ml behandelt. Daraufhin wurden die retinalen
Explantate 24 h kultiviert und anschlieRend die Expression der zellspezifischen Marker GFAP
(A), Rhodopsin (B), P K(©) Und Calretinin (D) mittels gRT-PCR analysiert.

(A) Die Behandlung mit Tr HuBptamer 100 nM nach 2 h BL-Bestrahlung konnte die
Expression von GFAP signifikant steigern (10-fach). Die Behandlung mit BDNF
10 ng/ml loste vergleichbare Effekte aus (5-fach). Das Kontrollaptamer zeigt keine
signifikanten Effekte.

(B) Die Behandlung mit Tr HsSptamer 100 nM, Kontrollaptamer 100 nM und BDNF
10 ng/ml hatte nach 2 h BL-Bestrahlung keinen signifikanten Effekt auf die Rhodospin-
Expression.

(C) Die Behandlung mit Tr HuBptamer 100 nM nach 2 h BL-Bestrahlung konnte die
Expression von P K C Usignifikant steigern (2-fach). Die Behandlungen mit
Kontrollaptamer 100 nM und BDNF 10 ng/ml fuhrten zu keinen signifikanten
Veranderungen.

(D) Die Behandlung mit Tr H#Bptamer 100 nM nach 2 h BL-Bestrahlung konnte die
Expression von Calretinin signifikant steigern (3,2-fach). Die Behandlungen mit
Kontrollaptamer 100 nM und BDNF 10 ng/ml fiihrten zu keinen signifikanten
Verénderungen.

Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test ANOVA Brown-
Forsythe and Welch, *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001, n=8.
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3.7.1 Apoptoseinduktion durch BL-Bestrahlung

Zellstress durch ROS kann in der Retina Apoptose und Neurodegeneration
induzieren [76]. Die spezifische Untersuchung der Apoptoseinduktion erfolgte in
diesem Arbeitspaket anhand der relativen Proteinexpression von Bax und Bcl-2.
Bax ist ein pro-apoptotisches Protein, wahrend Bcl-2 als dessen Inhibitor anti-
apoptotisch wirkt. Ein hoher Quotient aus Bax und Bcl-2 spricht somit fur eine
Apoptoseinduktion, wahrend ein niedriger Quotient fir das Uberwiegen von

Bcl-2 und damit Apoptoseinhibition spricht.

Retinale Explantate wurden nach 24 h Kultivierung fur 1,5 h mit BL bestrahlt
und im Anschluss fir 24 h mit dem RNA-Tr HBtamer 100 nM,
Kontrollaptamer 100 nM und BDNF 10 ng/ml behandelt. Die Analyse der
Proteinexpression von Bax und Bcl-2 erfolgte mittels WB. Im geschilderten
Versuchsaufbau wurde durch die BL-Bestrahlung ein signifikanter Anstieg des
Verhdltnisses von Bax und Bcl-2 ausgelost (p<0,01, Abb. 25 A). Die
BL-Bestrahlung von retinalen Explantaten fur 1,5 h induzierte somit signifikant
Apoptose. Eine darauffolgende Behandlung mit 100 nM RNA-T r HaBtamer,
100 nM Kontrollaptamer oder 10 ng/ml BDNF fur 24 h konnte die Bax
Expression jeweils signifikant auf Werte vergleichbar zum Kontrollniveau
senken (p<0,01, Abb. 25 A) und damit anti-apoptotische Effekte induzieren.
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Abbildung 25: Das RNA-Tr aAptamer rettet Zellen vor der durch BL induzierten
Apoptose in der Retina

Retinale Explantate wurden nach 1,5 h BL-Bestrahlung mit RNA-Tr H#Bptamer 100 nM,
Kontrollaptamer 100 nM und BDNF 10 ng/ml behandelt. Daraufhin wurden die Zellen 24 h
kultiviert und dann die Expression der Apoptose-Marker Bax und Bcl-2 mittels WB bestimmt.
Dargestellt wird der Quotient aus Bax und Bcl-2 (A), sowie die einzelnen WB (B, C).

(A) Die Bestrahlung der retinalen Explantate fir 1,5 h mit BL induzierte signifikant
Apoptose, da der Quotient aus Bax und Bcl-2 signifikant ansteigt (p<0,01). Die
darauffolgenden Behandlungen mit Tr Hu#8ptamer 100 nM, Kontrollaptamer 100 nM und
BDNF 10 ng/ml konnten die Apoptoseinduktion verhindern und den Quotienten aus den
Expressionen von Bax und Bcl-2 auf Werte &ahnlich zum Kontrollniveau wieder
signifikant senken (p<0,01). Die durch BL induzierte Apoptose wurde somit durch die
Behandlungen inhibiert.

(B) Zu sehen ist der Western Blot von Bax mit grinen Banden bei 21 kDa. In Rot
dargestellt ist ActinB als Referenz.

(C) Nachweis der Bcl-2-Banden bei 26 kDa. Bei 45 kDa ist ActinB erneut ActinB als
Referenz.

Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test ANOVA Brown-
Forsythe and Welch, **=p<0,01, n=8.

Mittels WB wurde die Expression von p63 untersucht, ein Protein welches
essenziell fr die p53-abhangige Apoptose ist. P63 wird durch p53 induziert und
sorgt im Signalweg fur Zellzyklusarrest und Apoptose. Experimentell konnte
analog zu Bax und Bcl-2 eine signifikante Induktion durch die BL-Bestrahlung
retinaler Explantate fur 1,5 h (1,2-fach, p<0,001, Abb. 26) und damit eine
Induktion der Apoptose nachgewiesen werden. Durch die Behandlung mit
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100 nM RNA-Tr HuBptamer und 10 ng/ml BDNF nach der Bestrahlung konnte
die Proteinmenge wieder signifikant gesenkt und damit einen anti-apoptotischen
Effekt ausgelést werden (p<0,05, Abb. 26). Das Kontrollaptamer ergab hier
keine signifikanten Anderungen in der Proteinmenge (p>0,05, Abb. 26).
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Abbildung 26: Die RNA-T r aAptamerbehandlung verhindert den durch BL induzierten
Zelltod in der Retina

Retinale Explantate wurden nach 1,5 h BL-Bestrahlung mit RNA-Tr HuBptamer 100 nM,
Kontrollaptamer 100 nM und BDNF 10 ng/ml behandelt. Daraufhin werden die Zellen 24 h
kultiviert und dann die Menge des Apoptose-Markers p63 mittels WB bestimmt.

(A) Die Bestrahlung der retinalen Explantate fur 1,5 h mit BL induzierte die Expression von
p63 (p<0,001, 1,2-fach). Die darauffolgenden Behandlungen mit Tr H#Sptamer 100 nM
und BDNF 10 ng/ml reduzierte die Expressionen wieder signifikant (p<0,05). Das
Kontrollaptamer zeigt keine signifikanten Effekte.

(B) WB von p63. In Rot sind die p63-Banden bei 63 kDa zu sehen. Als Referenz sind in
Grin die Banden von ActinB bei 45 kDa dargestellt.

Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test ANOVA Brown-
Forsythe and Welch, *=p<0,05, **=p<0,01, **=p<0,001, n=6.

3.7.2 MZ im BL-Stressmodell

Als weiterer Teil dieses Arbeitspakets wurde der Effekt der BL-Bestrahlung und
Aptamer-Behandlung gesondert an MZ untersucht, da sie eine wichtige Rolle
bei der Reaktion der Retina auf Zellstress und Neurodegeneration spielen
(siehe 1.1).

Mittels MTS-Assay und KV wurde die Viabilitdt der MZ in der Retina untersucht.
Die MTS/KV-Ratio gab Auskunft dartber, wie die Viabilitdt der tberlebenden

Zellen war. Die BL-Bestrahlung fiihrte zu einer signifikanten Reduktion des
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Quotienten aus MTS und KV (p<0,001, Abb. 27) und somit zu einer reduzierten
Zellviabilitat. Die Behandlungen der bestrahlten MZ mit 10 nM, 100 nM, 200 nM
und 500 nM RNA-T r HBBtamer konnten dem Effekt entgegenwirken und die
Ratio signifikant steigern (p<0,001, 10 nM Aptamer: 4,8-fach, 100 nM Aptamer:
3,4-fach, 200 nM Aptamer: 4,8-fach, 500 nM Aptamer: 3,5-fach, Abb. 27). In der
Zusammenschau der Ergebnisse der Darstellung des Verhdaltnisses aus MTS
und KV zeigte die Behandlung mit 100 nM RNA-T r HBBtamer nach 1,5 h
BL-Bestrahlung die starkste Induktion der Zellviabilitat (p<0,001, Abb. 27). Als
Vergleichsgruppe zur T r HBtamer-Behandlung wurden die MZ nach der
Bestrahlung in diesem Versuchsaufbau auch mit BDNF 1 ng/ml, 10 ng/ml oder
100 ng/ml behandelt. Nach BL-Bestrahlung ergab der KV hier eine signifikante
Reduktion der lebenden Zellen (p<0,001, Abb. 27). Die darauffolgende
Behandlung mit 1 ng/ml BDNF fuhrte zu einer weiteren signifikanten Reduktion
(p<0,01, Abb. 27). Erst bei einer Konzentration von 10 ng/ml BDNF konnte eine
signifikante Induktion im KV im Vergleich zu der unbehandelten, aber
bestrahlten Kontrolle beobachtet werden (1,5-fach, p<0,001, Abb. 27). Auch hier
wurde zusatzlich die MTS/KV-Ratio analysiert, um eine Aussage uber die
Viabilitat der Uberlebenden MZ treffen zu kénnen. Die BL-Bestrahlung flhrte zu
einer signifikanten Reduktion der relativen Zellviabilitat (p<0,001, Abb. 27) und
analog zur T rBHBptamer-Behandlung konnten alle verwendeten BDNF-
Konzentrationen den Quotienten aus MTS und KV signifikant steigern (p<0,001,
Abb. 27). Somit fuhrte die Behandlung mit BDNF zu einer verbesserten
relativen Zellviabilitat nach BL-Bestrahlung, vergleichbar mit den Ergebnissen
der RNA-T rBHBptamer-Behandlung.
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Abbildung 27: Die Viabilitdt von MZ profitiert von der RNA-T r aAptamerbehandlung

nach BL-Bestrahlung

MZ wurden nach 24 h Kultivierung fur 1,5 h mit BL bestrahlt und im Anschluss mit BDNF

1 ng/ml, 10 ng/ml und 100 ng/ml bzw. RNA-Tr Hs8ptamer 10 nM, 100 nM, 200 nM und 500 nM

fur weitere 24 h behandelt. Die Untersuchung der Zellviabilitdt wurde mittels MTS und KV

untersucht. Dargestellt ist das Verhaltnis aus MTS und KV bei der jeweiligen Behandlung.
Die Bestrahlung der MZ mit BL flir 1,5 h fihrte zu einer signifikanten Reduktion der
Zellviabilitat, da eine signifikante Reduktion des Quotienten aus MTS und KV beobachtet
werden kann (p<0,001). Alle verwendeten BDNF-Konzentrationen erzielten nach der
Bestrahlung eine signifikante Steigerung der Zellviabilitdét (p<0,001). Auch alle Tr HB
Aptamer Konzentrationen induzierten nach der Bestrahlung eine signifikante Steigerung der
Zellviabilitat (p<0,001, 10 nM Aptamer: 4,8-fach, 100 nM Aptamer: 3,4-fach, 200 nM
Aptamer: 4,8-fach, 500 nM Aptamer: 3,5-fach).

Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung in Bezug auf die unbehandelte und

unbestrahlte Kontrolle, Statistischer Test Ordinary one-way ANOVA Brown-Forsythe and Welch,

*=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001, n=16.

Um die Apoptoseinduktion durch die BL-Bestrahlung und den neuroprotektiven
Effekt der RNA-T r HiBtamer-Behandlung weiter zu analysieren, wurde die
Caspase3/7-Aktivitat gemessen. Eine hohe Caspase3/7-Aktivitat spricht dabei
fur die Induktion von Apoptose. Hierfur wurde lediglich die Konzentration von
100 nM des T r HBBtamers und 10 ng/ml BDNF verwendet, weil diese in der
Zusammenschau der vorangegangenen Versuche die besten Ergebnisse
beziglich der Rezeptoraktivierung ergab und erste neuroprotektive Effekte im
BL-Stressmodell beobachtet werden konnten. Die BL-Bestrahlung fuhrte in den

MZ zu einer signifikanten Induktion der Caspase3/7-Aktivitat (2,2-fach, p<0,001,
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Abb. 28) und damit zur Apoptoseinduktion. Dieser Effekt deckt sich mit
Vorarbeiten bezlglich der zelltoxischen Effekte von BL in der Retina [77]. Durch
die anschlieRende Behandlung mit 10 ng/ml BDNF bzw. 100 nM RNA-T r FUB
Aptamer war die Aktivitat der Caspasen signifikant niedriger (Abb. 28).
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Abbildung 28: Die Behandlung mit dem RNA-T r aAptamer verhindert die durch BL
induzierte Apoptose der MZ
MZ wurden nach 24 h Kultivierung fur 2 h mit BL bestrahlt und im Anschluss mit 100 nM RNA-
T r HABtamer bzw. BDNF 10 ng/ml und fur weitere 24 h behandelt. Um die Apoptoseinduktion
zu untersuchen, wurde die Caspase3/7-Aktivitat mittels eines Assays analysiert (A).
Die Bestrahlung der MZ mit BL fur 2 h fihrte zu einer signifikanten Steigerung der
Caspase3/7-Aktivitat. Diese konnte sowohl mittels der 24 h-Behandlung mit 100 nM
T r HBBtamer als auch 10 ng/ml BDNF wieder signifikant reduziert werden.
Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardabweichung, Statistischer Test Ordinary one-way
ANOVA Brown-Forsythe and Welch, **=p<0,01, ***=p<0,001, n=16.
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38 Neuroprotektiver-Afgamerekt des Tr HB

In einer abschlie3end durchgefiihrten TUNEL-Farbung wurden die bereits in
den vorangegangenen Versuchen des BL-Stressmodells gewonnenen
Erkenntnisse weiter Uberprift. Hierfir wurde der TUNEL-Assay verwendet,
welcher apoptotische Zellen in den retinalen Schnitten sichtbar machen kann.
Die BL-Bestrahlung retinaler Explantate fur 2 h fuhrte im Vergleich zu den nicht
bestrahlten Kontrollen zu einer Induktion der TUNEL-positiven Zellen (2-fach,
p<0,001, Abb. 31F, Abb. 29). Bei einer kiirzeren Bestrahlungszeit von 1 h lief
sich kein signifikanter Unterschied in der Anzahl apoptotischer Zellen feststellen
(p>0,05, Abb. 31D, Abb. 29). Durch die Behandlung 2 h bestrahlter Explantate
mit T r HiPtamer 100 nM konnte ein anti-apoptotischer Effekt nachgewiesen
werden, da die Anzahl der apoptotischen Zellen signifikant gesenkt werden
konnte (p<0,001, Abb. 31G, Abb. 29).
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